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RESUMO 
EFEITOS AGUDOS E CRÔNICOS DA FLUOXETINA EM MODELOS 
EXPERIMENTAIS DE PÂNICO, ANSIEDADE E DEPRESSÃO DE RATOS 
ADULTOS SUBMETIDOS AO ISOLAMENTO SOCIAL NEONATAL. Bernabé, C.S., 
Dissertação de Mestrado, Departamento de Ciências Fisiológicas, 
Universidade Federal do Espírito Santo, Vitória, ES, Brasil, 2013. Estudos 
clínicos sugerem que a ansiedade de separação na infância (ASI) facilita a 
ocorrência dos ataques de pânico (AP) na vida adulta. Por outro lado, o isolamento 
social neonatal (ISN) e os comportamentos defensivos eliciados pela estimulação 
elétrica da matéria cinzenta periaquedutal dorsal (MCPAd) tem sido propostos como 
os modelos experimentais de ASI e AP, respectivamente. De fato, dados recentes 
do nosso laboratório mostraram que o ISN facilitou os comportamentos defensivos 
de exoftalmia, imobilidade, trote, galope e salto evocados pela estimulação elétrica 
da MCPAd de ratos adultos. Em contraste, estudos epidemiológicos mostraram que 
os AP são influenciados somente por fatores genéticos e eventos não 
compartilhados vivenciados na fase adulta. Como os inibidores seletivos de 
recaptação da serotonina são as drogas de primeira escolha no tratamento dos 
transtornos de ansiedade, nós verificamos os efeitos do tratamento crônico de 21 
dias com fluoxetina (FLX, 1 e 2 mg/kg/dia, I.P), salina (SAL) e ratos sem tratamento 
(FIC) em modelos experimentais de pânico, ansiedade e depressão de ratos ISN. 
Ainda, nós removemos o isolamento social agrupando ratos adultos no período pós-
cirúrgico para testar a influência deste evento nos AP em ratos ISN. O ISN foi 
realizado separando toda a ninhada da sua mãe por 3 horas diárias durante o 
período de lactação (dias pós-natal 2-21, PN2-PN21). Os filhotes separados (P, 
n=83) eram colocados em caixas individuais enquanto suas mães eram transferidas 
 
 
para uma caixa nova num ambiente distinto ao de criação. Os controles (NP, n=80) 
permaneceram com suas mães e eram submetidos a mesma manipulação do grupo 
P. Ambos os grupos foram subdivididos para os tratamentos FIC, SAL, FLX1 e 
FLX2. A cirurgia de implantação de eletrodos era realizada no PN52, os estímulos 
elétricos no PN59 (sessão-triagem), PN60 (efeitos agudos), e PN67, PN74 e PN81 
(efeitos crônicos). A ansiedade foi medida pelos testes do labirinto-em-cruz elevado 
(PN82) e do campo aberto (PN83), enquanto a anedonia e depressão pelos testes 
do consumo de sacarose (PN78-PN81) e da natação forçada (PN84), 
respectivamente. Nossos resultados mostraram que o grupo P foi mais depressivo 
(p<0.001), comportamento revertido pelo tratamento com FLX (p<0.01). Os 
tratamentos do grupo P tiveram um aumento de até 60% dos limiares defensivos 
(I50) em função do tempo (p<0,001) e uma facilitação destes comparados aos NP 
(I50 até -15,4%, p<0,001). No grupo NP, apenas a FLX2 promoveu aumento dos 
limiares defensivos (I50= até 70%, p<0,0001). A redução das respostas tipo-
depressivas do presente estudo corroboraram com a literatura e demonstraram o 
efeito antidepressivo da FLX em ratos ISN. Embora com reduções menos 
expressivas, este estudo corroborou os dados prévios da facilitação dos 
comportamentos defensivos produzidos pela estimulação da MCPAd de ratos ISN. 
Enquanto o grupo P não teve distinção das suas medianas em nenhum dos 
tratamentos empregados, somente FLX2 do grupo NP teve seus limiares defensivos 
elevados. O aumento gradual das medianas do grupo P em decorrência das 
estimulações semanais sugere um déficit motivacional tal qual como ratos 
depressivos submetidos ao desamparo aprendido. 
 
 
ABSTRACT 
FLUOXETINE ACUTE AND CHRONIC EFFECTS ON EXPERIMENTAL MODELS 
OF PANIC, ANXIETY AND DEPRESSION OF NEONATALLY-ISOLATED ADULT 
RATS. Bernabé, C.S. MSc Thesis, Department of Physiological Sciences, 
Federal University of Espírito Santo, Vitória, ES, Brazil, 2013. Clinical studies 
suggest that childhood separation anxiety (CSA) predisposes panic attacks (PA). In 
turn, neonatal social isolation (NSI) and the defensive behaviors produced by 
electrical stimulation of the dorsal periaqueductal gray matter (DPAG) were proposed 
as the rat analogues of CSA and PA, respectively. Indeed, recent evidence from our 
laboratory showed that NSI facilitates DPAG-evoked panic-like behaviors in adult rats 
under seven days of social isolation. On the other hand, epidemiologic studies show 
that only a genetic liability set during childhood contributes to the development of 
panic in the presence of environmental stressful events experienced into adulthood. 
Because the serotonin-selective reuptake inhibitors (SSRIs) are the first-line 
treatment of panic disorder, here we examined the effects of 21-day intraperitoneal 
administrations of either fluoxetine (FLX 1 and 2mg/kg/day), saline (SAL) or 
untreated (FIC) on anxiety-, depression- and panic-like responses of NSI adult rats. 
Also, we reduced the stressful condition of social isolation by grouping the rats after 
the electrode implantation surgery procedure to test the influence of housing on PA in 
NSI adult rats. The NSI was carried out by placing the entire litter separated from its 
mother for 3 hours dally throughout the lactation period (post-natal day 2-21, PN2-
PN21). Separated pups (P, n=83) were placed in individual boxes while the dam was 
moved to a different box in a novel room while the controls (NP, n=80) remained with 
their mother and were submitted to the same manipulation protocol of P pups. Both 
groups were divided into FIC, SAL, FLX1 and FLX2 treatments. Rats were implanted 
 
 
with electrodes in the DPAG at PN52 and electrically stimulated at PN59 (screening 
session), PN60 (acute effects) and PN67, PN74 and PN81 (chronic effects). Rat 
behaviors were also assessed for anxiety in the elevated-plus-maze (PN82) and 
open field (PN83), and for anhedonia and depression in sucrose intake test (PN78-
81) and forced swimming test (PN84), respectively. Our data showed that the P 
group had depressive-like behaviors as compared to NP (p<0.001) and FLX was able 
to reverse this effect (p<0.01). All treatments of the P group had an increase of up to 
60% of the defensive thresholds (I50) throughout the stimulation sessions (p<0,001) 
and a decrease of these (I50 up to -15,4%, p<0,001) as compared to NP. In NP 
group, only FLX2 was able to increase the defensive thresholds of the DPAG (I50= 
up to 70%, p<0,0001). The depressive-like behaviors assessed on the present study 
corroborate with previous reports and show an antidepressive-like behavior produced 
by FLX treatment in NSI rats. Additionally, although with a less pronounced effect, 
the reduction of the defensive behaviors of the P group as compared to NP agrees 
with early reports from our laboratory. While the median rates of the P rats had no 
differences due to the different treatments, only FLX2 was able to increase the 
defensive thresholds on NP group. Interestingly, the gradual increase of the medians 
in all treatments of the P group throughout the stimulation sessions suggests a 
similar motivational deficit behavior observed on depressed rats submitted to the 
learned helplessness paradigm. 
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TRANSTORNO DO PÂNICO E ANSIEDADE DE SEPARAÇÃO NA INFÂNCIA  
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Transtorno do pânico: de Freud ao DSM IV 
Os transtornos de ansiedade foram primeiramente classificados nos 
estudos pioneiros de Sigmund Freud (1896) sobre as “neuroses de ansiedade” 
(Angstneurose). Nestes estudos, Freud procurou distinguir estes transtornos da 
depressão maior (melancolia) e de uma ampla gama de condições psiquiátricas 
denominadas à época de “neurastenias”. De fato, em escritos tão precoces quanto 
os “Estudos Selecionados sobre a Histeria” (Freud, 1896), Freud já discriminava 
duas síndromes fundamentais de ansiedade, quais sejam, a “expectativa ansiosa” 
ou “apreensão” (Angstliche), que ele considerava a forma predominante do 
transtorno de ansiedade, e uma síndrome menos frequente, porém igualmente 
importante, que ele denominou “ataque de ansiedade” (Angstanfall). De acordo com 
suas descrições, a expectativa ansiosa consistia num “quantum de ansiedade livre e 
flutuante que controlava a escolha de ideias por antecipação”. Em contraste, nos 
ataques de ansiedade a “ansiedade irrompia repentinamente na consciência sem ter 
sido eliciada por qualquer ideia”. Freud ressaltou que estes ataques podiam 
manifestar-se tanto como “um sentimento puro de ansiedade” quanto pela 
combinação da ansiedade com “a interpretação mais próxima do término na vida, tal 
como a ideia de morte súbita ou da perda da razão” ou combinados à “alguma 
parestesia” [ou ao] “distúrbio de uma ou mais funções somáticas, tais como a 
respiração, atividade cardíaca, inervação vasomotora e atividade glandular”. 
Eventualmente, Freud distinguiu estes ataques das fobias, do transtorno obsessivo-
compulsivo (neurose obsessiva) e transtorno do estresse pós-traumático (neurose 
comum), dentre outras condições. Suas descrições clínicas de “expectativa ansiosa” 
e “ataque de ansiedade” são bastante similares aos diagnósticos atuais do 
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transtorno de ansiedade generalizada (TAG) e transtorno do pânico (TP), 
respectivamente (APA, 2000). 
Presumivelmente, a herança clínica de Freud foi esquecida tanto 
devido à ruptura entre a psicanálise e medicina quanto pela diminuição progressiva 
do seu interesse nos ataques de pânico após o desenvolvimento da teoria da 
ansiedade baseada na repressão da sexualidade. Assim, enquanto os transtornos 
de ansiedade continuaram a ser diagnosticados como neurastenias até meados do 
século passado, o TP recebeu uma variedade enorme de nomes, incluindo neurose 
da ansiedade, reação de ansiedade, neurastenia, astenia neurocirculatória, neurose 
vasomotora, taquicardia nervosa, síndrome de esforço, síndrome de Da Costa, 
coração de soldado e coração irritável, síndrome de hiperventilação, entre outros 
(Pitts e McClure, 1967).  
A classificação nosológica do TP decorreu do estudo pioneiro de Klein 
(1964) que demonstrou a sensibilidade farmacológica específica deste quadro 
psiquiátrico. Klein mostrou que enquanto a “expectativa ansiosa” era tratável por 
ansiolíticos (barbitúricos, meprobamato, e clordiazepóxido) e doses baixas de 
sedativos (fenotiazinas), os ataques de pânico (AP) só puderam ser tratados pela 
administração crônica do antidepressivo tricíclico imipramina. 
Ao redor da mesma época, Pitts e McClure (1967) demonstraram que 
os AP podiam ser precipitados pela infusão endovenosa de lactato de sódio (LAC) 
em pacientes predispostos aos ataques espontâneos de pânico. De fato, estudos 
prévios de Cohen e White (1951) já haviam mostrado que os AP podiam ser 
precipitados por hiperventilação em 5% de dióxido de carbono (CO2), que não 
produz alcalose, mas não no exercício ou na ventilação ambiente (Klein, 1993). Klein 
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corroborou estes estudos e concluiu que o estímulo era o CO2, e não a alcalose 
produzida pela hiperventilação. Estudos posteriores forneceram provas numerosas 
das propriedades panicogênicas do LAC e CO2, bem como de outros agentes 
(Graeff et al., 2005). Posteriormente, mostrou-se que a ioimbina, um antagonista -2 
adrenérgico, também induz pânico em mais de dois terços dos pacientes de TP, 
principalmente após administração endovenosa (Charney e Manji, 2004). Contudo, a 
infusão de ioimbina também provocou o aumento da ansiedade em pessoas 
normais, tal como ocorre com a cafeína, colecistocinina (CCK) e inúmeras drogas 
com ação panicogênica (Klein, 1993). Ainda, enquanto os AP induzidos por inalação 
de CO2 e infusão endovenosa de LAC são bloqueados pelo tratamento crônico com 
antidepressivos tricíclicos (Gorman et al., 1997; Liebowitz et al., 1985b; Rifkin et al., 
1981; Woods et al., 1990; Yeragani et al., 1988), os AP induzidos por -carbolina e 
ioimbina em indivíduos saudáveis são atenuados por baixas doses de diazepam 
mas não pelo tricíclicos (Dorow et al., 1983; Klein, 1993). A sensibilidade específica 
às drogas e a existência de marcadores fisiológicos do TP sugeriram a existência de 
um circuito cerebral disparando de forma não adaptativa. 
Embora situações de medo intenso sejam similares aos AP em vários 
aspectos (Ehlers e Breuer, 1996; Stein e Bouwer, 1997; Street et al., 1989), o pânico 
clínico apresenta características que nem sempre são observadas naquelas 
condições. A falta de ativação do eixo hipotálamo-hipófise-adrenal (HHA) em 
pacientes com TP, por exemplo, permanece como um dos principais enigmas da 
psiquiatria moderna (Hollander et al., 1989a, 1989b; Levin et al., 1987; Liebowitz et 
al., 1984; Woods et al., 1988, 1987). Não obstante, o TP somente foi reconhecido 
como entidade nosológica a partir de 1980 (EUA), quando foi incluído no Manual de 
Estatística e Diagnóstico da Associação Psiquiátrica Norte Americana, o DSM-III 
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(APA, 1980), aproximadamente um século após as observações pioneiras de Freud. 
De acordo com DSM-III, o TP, ou ansiedade episódica paroxística, inclui-se entre os 
transtornos de ansiedade, ou seja, estados emocionais repetitivos, ou persistentes, 
nos quais a ansiedade patológica desempenha o papel fundamental. O TP é uma 
síndrome tripartite caracterizada pela ocorrência de ataques espontâneos de pânico, 
ansiedade antecipatória e esquiva fóbica. Estes ataques são usualmente precedidos 
por ansiedade crescente (ansiedade antecipatória), podendo resultar em esquiva 
fóbica (agorafobia) das situações que os pacientes julguem favorecer estes ataques 
(pânico situacional). Os AP são acompanhados de intensos fenômenos viscerais e 
neurológicos como sudorese, dispneia, sensação de sufocamento, palpitação ou 
ritmo cardíaco acelerado, desconforto ou dor torácica, náusea ou dor abdominal, 
vertigem, desfiguração da realidade, despersonalização, receio de fazer algo fora do 
controle ou de ficar louco, medo de morrer, sensação de dormência nas mãos, rubor 
ou calafrios e desejo de fuga da situação imediata (APA, 1980). É interessante notar 
que a descrição clínica de Freud para o “ataque de ansiedade” já incluía 10 dos 13 
sintomas necessários para o diagnóstico do TP quando este foi introduzido no DSM-
III (APA, 1980). 
Os critérios clínicos para o diagnóstico do TP foram estabelecidos a 
partir do DSM-III (APA, 1980). Neste, o TP é definido como a ocorrência de quatro 
ataques espontâneos em quatro semanas ou um ataque seguido pelo receio de 
novos ataques ao longo de quatro semanas. Também ficou estabelecida a distinção 
entre ataques completos, com mais de quatro sintomas (dentre 12 ou 13 
característicos), ou ataques limitados, com número inferior de sintomas. Por sua vez, 
os AP situacionais estão relacionados à expectativa do paciente de desenvolver 
sintomas que se assemelham aos dos AP em um determinado local ou contexto. 
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Essa ansiedade é gradual, até que o indivíduo se confronte com a situação temida e 
ocorra um AP (Gentil, 1988). 
O TP pode acarretar em enorme prejuízo aos indivíduos, 
principalmente, se for acompanhado de agorafobia, limitando as atividades sociais e 
profissionais de forma parcial ou completa. Devido à ausência de explicação dos 
sintomas e às frequentes consultas e exames médicos, geralmente negativos, os AP 
também desenvolvem insegurança e perda da autoestima, com grande desconforto 
físico e emocional. Com um custo social elevado, estimativas europeias avaliam que 
7,5 a 10% da população adulta, entre 20 e 30 anos, terão AP ocasionais e 2% a 5% 
desenvolverão o TP, isto é, AP recorrentes com graves limitações do desempenho 
social e familiar do indivíduo (Goodwin et al., 2004). 
 
As bases neurais do Ataque de Pânico 
As investigações pioneiras de Walter Rudolph Hess sobre a reação de 
defesa no gato originaram as técnicas de estimulação intracraniana em animais 
livres e não anestesiados (Hess e Brugger, 1943). Esses autores criaram o termo 
“reação afetiva de defesa” (Affektiven Abwehrreaktion) como denominação do 
conjunto de respostas produzidas pela estimulação da região perifornicial do 
hipotálamo (PeF). A reação afetiva de defesa descrita por estes autores 
caracterizava-se por uma postura imóvel com o dorso arqueado, retração auricular, 
rosnar, silvar, exposição de garras e presas, piloereção e acentuada midríase, 
podendo culminar em fuga repentina ou ataque ao observador caso o estímulo fosse 
aumentado. Estas respostas eram idênticas ao comportamento defensivo de gatos 
face a um cão raivoso, sendo acompanhadas de intensa ativação simpática (Hess e 
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Brugger, 1943). Esses autores sugeriram que enquanto a fuga e a defecação eram 
manifestações típicas do “medo”, a postura agressiva imóvel seria uma manifestação 
da “raiva”. Cabe salientar, no entanto, que os pacientes de pânico não são 
indivíduos tipicamente agressivos (Cassano e Savino, 1993). 
Posteriormente, Fernandes de Molina e Hunsperger (1962) forneceram 
o primeiro esboço do sistema cerebral de defesa centrado na a matéria cinzenta 
periaquedutal (MCPA). De acordo com estes autores, o sistema de defesa de gatos 
compreenderia duas zonas centrais, a região PeF e a MCPA, que controlariam a 
agressão defensiva. Estes núcleos seriam envolvidos por uma zona mais difusa, 
estendendo-se da área pré-óptica ao mesencéfalo caudal, que controlaria a resposta 
de fuga. Contudo, enquanto os comportamentos de defesa produzidos pela 
estimulação das estruturas rostrais eram abolidos pela lesão da MCPA, os 
comportamentos produzidos pela estimulação da MCPA não eram afetados pela 
lesão do hipotálamo ou da amígdala. 
A estrutura da MCPA varia pouco entre mamíferos. A aparência 
indiferenciada dessa estrutura e sua relativa estabilidade evolutiva sugerem que ela 
esteja envolvida em funções importantes de proteção e na regulação homeostática 
(Carrive, 1993). Informações ascendentes e descendentes convergem na MCPA. 
Esta região recebe aferências diretas da medula espinhal e do núcleo do trigêmino, 
o que indica um papel no processamento de estímulos somatossensoriais, 
provavelmente de natureza nociceptiva. Além disso, esta estrutura está conectada a 
uma série de regiões prosencefálicas que estão relacionadas ao comportamento 
emocional, como por exemplo, o córtex, amígdala, núcleo intersticial da estria 
terminal (NIET) e hipotálamo. Tais conexões sugerem que a MCPA participe na 
expressão dos estados emocionais. De fato, estudos neurofuncionais apontaram o 
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envolvimento da mesma na analgesia e no comportamento defensivo (Carrive, 
1993). 
 
A MCPA de gatos e ratos é organizada em colunas morfofuncionais 
dispostas ao longo do aqueduto, quais sejam, colunas dorsomedial (MCPAdm), 
dorsolateral (MCPAdl), lateral (MCPAl) e ventrolateral (MCPAvl), e cada uma dessas 
formam uma coluna longitudinal que varia ao longo do eixo rostrocaudal. A 
organização colunar da MCPA foi confirmada em humanos (Parvizi et al., 2000). A 
marcação neuronal pela imunorreatividade da enzima sintetase do óxido nítrico 
(NOs) delimita a MCPAdl. Em níveis mais caudais, quando a MCPA assume uma 
forma trapezoide, a população de neurônios sensíveis a NOs se torna mais 
reduzida, dando espaço para a MCPAvl (Onstott et al., 1993) (Figura 1). A distinção 
entre as colunas lateral e ventrolateral é baseada em observações fisiológicas e 
comportamentais. Enquanto a ativação dos neurônios laterais aumenta a atividade 
autonômica (simpática) e somatomotora, a ativação dos neurônios da coluna 
ventrolateral resulta numa resposta inversa (Bandler et al., 1991; Carrive, 1993; 
Figura 1. Organização colunar rostro-caudal da MCP. As figuras ilustram as colunas: (a) 
dorsomedial, (b) dorsolateral, (c) lateral (coluna superior) e ventrolateral (coluna inferior). (Aq) 
Aqueduto cerebral, (DR) núcleo dorsal da rafe, (III) núcleo óculo-motor. 
a b c 
Rostral 
Caudal 
Aq 
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Morgan e Carrive, 2001). Usualmente, as colunas lateral, dorsolateral e dorsomedial 
são denominadas como a MCPA dorsal (MCPAd) e a coluna ventrolateral como 
MCPA ventral (MCPAv) (Keay e Bandler, 2004). A distinção entre cada uma destas 
colunas será feita sempre que necessário, caso contrário, utilizaremos as 
denominações MCPAd e MCPAv. 
Embora o núcleo dorsal da rafe (NDR) não seja considerado como uma 
parte intrínseca da MCPA, ele situa-se na região ventromedial ao aqueduto e origina 
um grande contingente de projeções serotonérgicas ascendentes tanto para a 
MCPA e amígdala, quanto para amplas áreas do prosencéfalo, incluindo o estriado e 
córtex pré-frontal (CPF) (Kosofsky e Molliver, 1987). 
Embora a MCPA seja atualmente subdividida em colunas funcionais 
dispostas ao longo do aqueduto (Carrive, 1993), dados de nosso laboratório 
demonstraram que os comportamentos de congelamento e fuga podem ser obtidos 
mediante pequenas variações da intensidade de um estímulo aplicado por meio de 
um único eletrodo na MCPAdl ou MCPAl (Schenberg et al., 2001; Sudré et al., 1993; 
Vargas et al., 2000). Assim, enquanto os estímulos de baixa intensidade induzem a 
reação de congelamento (freezing behavior), qual seja, uma postura de imobilidade 
tensa, acompanhada de exoftalmia e, menos frequentemente, defecação e micção, 
intensidades maiores induzem a reação de fuga caracterizada pelas respostas de 
trote, galope e salto. Estas observações foram confirmadas estimulando-se a 
MCPAd por meio da variação da frequência de um pulso de intensidade reduzida e 
constante, ou variando-se a dose de N-metil-D-aspartato (NMDA) (Bittencourt et al., 
2004, 2005). 
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Os mecanismos subjacentes à ansiedade e ao pânico podem estar 
relacionados aos distúrbios do “sistema cerebral de defesa” que serve para evitar, 
ou reduzir o impacto dos eventos aversivos (Deakin e Graeff, 1991). Deakin e Graeff 
sugeriram que enquanto as respostas de esquiva e congelamento a ameaças 
potenciais/distais foram devido à ativação do "circuito basolateral" compreendendo o 
CPF, o lobo temporal, amígdala e hipotálamo, a resposta de fuga a ameaças 
proximais/iminentes correspondem a ativação da MCPAd. Ainda, eles sugeriram que 
enquanto o pânico situacional era provavelmente devido a ativação de todo o 
sistema cerebral de defesa, os AP espontâneos clinicamente relevantes eram 
devidos a ativação da MCPA na ausência de estímulos incondicionados. As formas 
patológicas do medo (fobias) e ansiedade antecipatória também foram associadas a 
disfunção na circuitaria basolateral. Embora as proposições tenham sido feitas, em 
sua maioria, em considerações filogenéticas e neuroanatômicas, elas também foram 
inspiradas nos estudos de LeDoux e colaboradores no papel central da amígdala no 
medo condicionado (para revisão, ver LeDoux, 2012) e de estudos 
etofarmacológicos dos comportamentos defensivos de ratos conduzidos por 
Blanchard et al. (1986). Deakin e Graeff (1991) também se basearam nos 
comportamentos de fuga do hipotálamo comparados àqueles evocados pela MCPAd 
(Schmitt et al., 1986). 
De fato, diversas evidências sugerem que a MCPAd possa ser o 
substrato neural dos AP em decorrência de uma enorme similaridade entre os AP e 
as respostas aversivas induzidas pela estimulação da MCPAd. Em homens, a 
estimulação elétrica desta estrutura (0-5 mm lateral ao aqueduto) produz ansiedade 
intensa, terror, pânico e sensação de morte iminente, acompanhados por dor difusa 
na face e no coração, ou dor torácica profunda, taquicardia (não correlacionada à 
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dor torácica), dispneia (apneia, respiração profunda), abertura dos olhos, sensação 
de calor ou frio, sensações vesicais e urgências de micção, e sensação de vibração 
da cabeça, face ou tórax (Nashold et al., 1969). 
Adicionalmente, estudos de tomografia por emissão positrônica (PET) 
demonstraram que o polo frontal do lobo temporal, a ínsula, o cerebelo e o teto do 
mesencéfalo, compreendendo as camadas profundas do colículo superior e a 
MCPAd, foram as únicas estruturas ativadas durante os AP induzidos por infusão 
endovenosa de LAC (Reiman et al., 1989). É importante salientar que medo e 
ansiedade também foram relatados durante a estimulação elétrica de outras áreas 
do cérebro de homens, tais como o hipotálamo medial, a amígdala e o hipocampo 
(Chapman et al., 1954; Heath, 1975). Entretanto, as respostas induzidas por 
estimulação da amígdala diferem daquelas da MCPAd por evocarem um amplo 
espectro de emoções, incluindo o prazer intenso, associadas a imagens vívidas e 
recordações do passado (Ervin et al., 1969). Adicionalmente, embora Meletti et al. 
(2006) não tenham relatado respostas de prazer nos estímulos intracranianos na 
amígdala de pacientes submetidos a neurocirurgias, o desconforto relatados pelos 
pacientes estimulados intracranialmente diferem da sensação de morte iminente 
relatada por indivíduos que vivenciaram um AP. Contudo, contrastando à 
estimulação da amígdala e do hipotálamo medial em animais e humanos, a “raiva” 
não foi induzida pela estimulação da MCPAd em homens (Nashold et al., 1969). De 
fato, pacientes de pânico não são tipicamente agressivos (Cassano e Savino, 1993).  
Notavelmente, a resposta de galope induzida pela estimulação da 
MCPAd de ratos foi seletivamente atenuada por panicolíticos clinicamente eficazes 
administrados em doses e regimes similares aos empregados na terapia do TP 
(Schenberg et al., 2002, 2001; Vargas e Schenberg, 2001). Assim, embora as 
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respostas defensivas induzidas por estimulação da MCPAd tenham sido 
indistintamente propostas como um modelo de AP (Deakin e Graeff, 1991; Gentil, 
1988; Jenck et al., 1995), as evidências farmacológicas sugerem que o a resposta 
de galope seja o melhor representante do AP no modelo de estimulação elétrica da 
MCPA (Schenberg et al., 2001). A mediação dos AP pela MCPAd também é apoiada 
pelo estudo das respostas endócrinas à estimulação desta estrutura. De fato, como 
a ausência de ativação dos "hormônios do estresse" corticotrofina (ACTH), cortisol 
(CORT) e prolactina (PRL) é uma das características mais intrigantes dos AP 
(Hollander et al., 1989a, 1989b; Levin et al., 1987; Liebowitz et al., 1984; Woods et 
al., 1987, 1988), a demonstração de que esses hormônios não estão alterados nas 
respostas intensas de ativação emocional e exercício físico induzidas por 
estimulação da MCPAd (Schenberg et al., 2008) foi de grande importância. A 
despeito de observações contrárias (Lim et al., 2010), estes estudos foram 
corroborados recentemente por (Armini, 2012) utilizando uma arena de estimulação 
de 20 cm de diâmetro que suprimia o exercício muscular de ratos estimulados 
eletricamente. Neste sentido, é interessante notar que a exposição de ratos a 
estímulos ultrassônicos na frequência da vocalização de alarme desta espécie (22-
kHz) ativa a MCPAd (possivelmente, via camadas profundas do colículo superior) e 
induz comportamentos de fuga acompanhados de taquicardia e aumento da 
temperatura corporal, sem alteração dos níveis de CORT (Klein et al., 2010). 
De forma similar ao observado nos modelos de pânico da estimulação 
da MCPAd e do labirinto-em-T elevado (Schenberg et al., 2001; Zanoveli et al., 
2010), as respostas naturais de fuga de ratos e camundongos apresentam perfil 
farmacológico similar ao dos AP, sendo atenuadas pela administração crônica de 
panicolíticos, mas não de ansiolíticos (Griebel et al. 1996; Blanchard et al. 1997). 
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Por sua vez, o uso generalizado dos inibidores seletivos de recaptação 
de serotonina (ISRS) no tratamento do TAG, TP e depressão sugere o papel central 
da 5-HT nestes transtornos. Neste sentido, Deakin e Graeff (1991) propuseram que 
a serotonina (5-HT) exerce funções tanto excitatórias quanto inibitórias nos 
mecanismos de defesa processados em estruturas prosencefálicas (CPF e amígdala 
basolateral) e mesencefálicas (MCPAd), respectivamente. Estes autores postularam 
que enquanto as projeções serotonérgicas do NDR ao CPF, amígdala e hipotálamo 
facilitariam respostas de defesa análogas às da ansiedade (congelamento e fuga 
coordenada ou esquiva) que seriam eliciadas por ameaças distais ou potenciais, as 
projeções serotonérgicas à MCPA inibiriam as respostas explosivas de defesa 
(galope e salto) similares aos AP eliciadas pelas ameaças proximais ou iminentes. 
Consequentemente, os AP seriam devido ao funcionamento inadequado das 
projeções serotonérgicas do NDR à MCPA. Deakin e Graeff (1991) também 
propuseram que os eferentes serotonérgicos do núcleo mediano da rafe (NMnR) 
para o hipocampo seriam o substrato de um “sistema comportamental de resiliência” 
que separaria os afazeres do dia-a-dia dos eventos aversivos, permitindo que o 
indivíduo se adaptasse às situações de estresse. A elevação dos níveis de 
glicocorticoides durante o estresse prolongado resultaria na sub-regulação dos 
receptores 5-HT1A do hipocampo, causando uma falha no “sistema de resiliência” e 
desencadeando a depressão. Do ponto de vista do presente estudo, a implicação 
mais importante desta teoria seria que a 5-HT facilita a ansiedade no CPF e 
amígdala, inibe o pânico na MCPAd e tem papel antidepressivo no hipocampo. 
Como a hipótese de Deakin e Graeff (1991) sugere que as respostas 
condicionadas e incondicionadas de medo estariam relacionadas, respectivamente, 
ao TAG e TP, Graeff e colaboradores desenvolveram um modelo animal mais 
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naturalístico com o intuito de separar esses comportamentos (Graeff et al., 1993; 
Viana et al., 1994). Este novo modelo foi chamado de labirinto-em-T elevado (LTE) 
por ser basicamente uma alteração procedural do modelo estabelecido do labirinto-
em-cruz elevado (LCE) (Handley e Mithani, 1984; Pellow et al., 1985). Brevemente, 
enquanto no LCE os animais exploram livremente os braços abertos (inseguros) e 
fechados (seguros) do equipamento, no LTE as respostas de esquiva e fuga dos 
braços abertos que, supõe-se, correspondam à ansiedade e pânico, são analisadas 
separadamente pela exposição inicial dos ratos ao braço fechado ou aberto, 
respectivamente. Os experimentos com o LTE corroboraram a participação da 
MCPA na mediação do TP (Casarotto et al., 2010; Ramos et al., 2011; Roncon et al., 
2012; Silveira et al., 2001; Soares et al., 2010; Zangrossi et al., 2001; Zanoveli et al., 
2010). Neste sentido, enquanto a 5-HT inibiria as repostas de fuga do braço aberto 
do LTE (pânico), ela aumentaria a latência no braço fechado (ansiedade). 
Assim, apesar das respostas induzidas pela estimulação da MCPAd 
terem sido originalmente consideradas como um modelo de ansiedade em 
procedimentos de condicionamento operante (Graeff, 1988; Schenberg and Graeff, 
1978), as respostas aversivas inatas induzidas pela estimulação da MCPAd vêm 
sendo propostas como um paradigma experimental dos AP (Deakin e Graeff, 1991; 
Gentil, 1988; Jenck et al., 1995; Schenberg et al., 2001). O isomorfismo dos AP e 
das respostas induzidas pela estimulação da MCPAd está ilustrado na Tabela 1. 
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Tabela 1. Isomorfismo dos AP e das respostas induzidas por estimulação da MCPAd 
em homens e ratos (referências, ver o texto). 
 
AP espontâneos ou induzi-
dos por lactato em homens 
Estimulação da MCPAd 
em homens 
Estimulação da 
MCPAd em ratos 
Sensações/ 
comportamento 
“bloqueio do andar” 
desejo de fugir 
intenso desconforto 
ansiedade severa 
pânico, terror 
sensação de morte imi-
nente 
medo de ficar louco 
medo de perder o controle 
n.d. 
interrupção do estímulo 
intenso desconforto 
ansiedade severa 
pânico, terror 
“medo de morrer” 
 
n.d. 
n.d. 
congelamento 
fuga 
aversão 
--- 
--- 
--- 
 
--- 
--- 
Respostas 
autonômicas 
taquipneia 
hiperventilação 
dispneia 
sensação de asfixia 
taquicardia
1
 
hipertensão 
n.d. 
sudorese 
n.d. 
n.d. 
hiperventilação 
apneia 
respiração profunda 
taquicardia 
n.d. 
abertura dos olhos 
n.d. 
piloereção 
taquipneia 
hiperventilação 
n.o. 
respiração profunda 
taquicardia 
hipertensão 
exoftalmia 
n.d. 
n.o. 
Respostas 
neurológicas/ 
Parestesias 
sensação de tremor 
dor torácica 
 
sensação de calor/frio 
tonteira 
n.d. 
n.d. 
sensação de vibração 
dor torácica e no 
coração 
sensação de calor/frio 
n.d. 
entorpecimento 
dor facial medial 
--- 
--- 
 
--- 
--- 
--- 
--- 
Áreas cerebrais esti-
muladas ou ativadas 
MCPAd, camadas profun-
das do colículo superior, 
amígdala (PET) 
MCPAd e teto adja-
cente (0-5mm lateral ao 
aqueduto) (raio-x) 
MCPAd, camadas 
profundas do colí-
culo superior 
1
Estudos recentes parecem contradizer o consenso anterior acerca da resposta taquicárdica; n.d. 
dado não disponível; n.o. dado não observado. 
 
Além dos modelos de AP em animais (para revisão, ver Graeff e 
Zangrossi, 2010; Graeff, 2004; Graeff et al., 1996; Schenberg et al., 2001, 2010), 
existem evidências de que o teste simulado de falar em público (TSFP) (McNair et 
al., 1982) mobiliza as estruturas do pânico em humanos. Deakin e Graeff (1991) 
sugeriram que este teste induz medo espécie-específico similar às respostas 
defensivas às ameaças próximas/iminentes, recrutando os circuitos neurais que são 
ativados durante os AP. De fato, estudos farmacológicos mostraram que enquanto a 
ansiedade do período que precede o teste é reduzida pelos benzodiazepínicos 
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(BDZ), o medo durante o teste é resistente a estes agentes. Mais importante, o 
medo de falar em público foi afetado pelas drogas serotonérgicas, um perfil similar 
ao observado no TP (Garcia-Leal et al., 2005). É igualmente notável a observação 
de que os níveis salivares e plasmáticos de CORT e PRL não foram aumentados 
durante a execução do TSFP, ocorrendo o contrário durante a ansiedade 
antecipatória que precede a execução da tarefa (Garcia-Leal et al., 2010). 
Alternativamente, Klein (1993) sugeriu que os AP sejam alarmes falsos 
de sufocamento. Ele argumentou que esta hipótese é consistente com a 
hipersensibilidade dos pacientes de pânico ao LAC e CO2, à ocorrência dos AP 
durante o relaxamento e o sono, ao aumento da frequência dos AP durante o 
transtorno disfórico da fase lútea tardia e, contrariamente, sua redução na gravidez, 
parto e lactação. De fato, os AP induzidos por baixas concentrações de CO2 (5-7%) 
e LAC (0,5 M) permanecem como o melhor modelo clínico de AP, uma vez que não 
são precipitados em indivíduos sadios (Klein, 1993; Pitts e McClure, 1967) ou em 
pacientes com transtorno obsessivo-compulsivo (Griez e Schruers, 1998), fobia 
social (Liebowitz et al., 1985b) e, menos certamente, TAG (Lapierre et al., 1984). 
Além disso, enquanto os AP induzidos por CO2 e LAC são bloqueados pelo 
tratamento crônico com antidepressivos tricíclicos (Gorman et al., 1997; Liebowitz et 
al., 1985a; Rifkin et al., 1981; Woods et al., 1990; Yeragani et al., 1988), a β-
carbolina e a ioimbina induzem AP em sujeitos saudáveis que são bloqueados por 
baixas doses de diazepam, mas não pelos tricíclicos (Dorow et al., 1983; Klein, 
1993). Portanto, segundo esta teoria, os AP seriam disparos mal adaptativos de um 
sistema de alarme de sufocamento. 
Evidências pré-clínicas do nosso laboratório sugerem que a MCPA 
também esteja envolvida nas respostas comportamentais ao sufocamento proposto 
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por Klein (1993). Assim, Schimitel et al. (2012) mostraram que os sinais de hipóxia 
produzidos pela estimulação seletiva dos quimiorreceptores por doses subletais de 
cianeto de potássio (KCN) produzem comportamentos de defesa similares àqueles 
da estimulação elétrica ou química da MCPAd. Mais importante, enquanto doses 
subliminares de KCN potenciaram as respostas de defesa à estimulação elétrica da 
MCPAd, a lesão desta estrutura aboliu as respostas de defesa à administração 
isolada do KCN. Embora a exposição ao CO2 (8% e 13%), isoladamente, tenha 
inibido os comportamentos de defesa eliciados pela estimulação da MCPAd, a 
exposição ao CO2 potenciou as respostas de fuga induzidas pela administração de 
KCN. Os autores concluíram que a MCPAd abriga um sistema de alarme de 
sufocamento sensível à anóxia, cuja disfunção desencadearia os AP e tornaria os 
indivíduos hipersensíveis ao CO2. Este estudo também sugere que o mecanismo 
fundamental do sistema de alarme de sufocamento esteja relacionado à hipóxia, e 
não à hipercapnia. Em todo caso, estes resultados são evidências importantes do 
envolvimento da MCPAd nos comportamentos de defesa ao sufocamento (Schimitel 
et al., 2012). Por fim, estes autores sugeriram que os AP do tipo respiratório e não-
respiratório sejam devido ao disparo errôneo dos sistemas de alarme de predação e 
sufocamento localizados na MCPAl e MCPAdl, respectivamente.  
Uma alternativa à proposta da MCPA como substrato neural 
responsável pela gênese dos AP é defendida por Shekhar e colaboradores. Esses 
pesquisadores desenvolveram um modelo de TP em ratos com deficiência de ácido 
-aminobutírico (GABA) no hipotálamo dorsomedial/perifornicial (HDM/PeF). Estes 
autores mostraram que a administração crônica de um inibidor da descarboxilase do 
ácido glutâmico (alilglicina) no HDM/PeF torna os ratos sensíveis tanto à infusão 
endovenosa de LAC (0,5 M), (Johnson e Shekhar, 2006; Shekhar e Keim, 1997; 
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Shekhar et al., 1996) quanto à inalação ou CO2 (7.5%) (Fitz et al., 2003; ver revisão 
de DiMicco et al., 2002), apresentando respostas comportamentais, autonômicas, 
respiratórias e endócrinas similares ao pânico. Estudos adicionais mostraram que as 
respostas induzidas pelo LAC são bloqueadas por antagonistas de receptores 
glutamatérgicos ionotrópicos ou metabotrópicos no HDM, e por microinjeções de 
tetrodotoxina no órgão vasculoso da lâmina terminal (OVLT), mas não no PeF 
(Shekhar e Keim, 1997). Adicionalmente, as respostas induzidas por LAC em ratos 
predispostos ao pânico foram facilitadas pela injeção periférica de ioimbina (Shekhar 
et al., 2006, 1999), mas bloqueadas por alprazolam (Shekhar e Keim, 2000). 
Contudo, estudos recentes de Shekhar e colaboradores levantaram 
dúvidas sobre a homologia do modelo da deficiência gabaérgica do HDM/PeF em 
relação aos AP de humanos. Por exemplo, Johnson e Shekhar (2006) observaram 
que enquanto os efeitos do LAC foram facilitados por microinjeções de angiotensina 
II no HDM/PeF, eles foram atenuados pelos antagonistas da angiotensina II, 
saralasina (não seletivo) e losartana (seletivo tipo-1). Johnson e Shekhar (2006) 
concluíram que o LAC ativa projeções angiotensinogênicas do OVLT para neurônios 
no HDM/PeF que, por sua vez, projetam-se para o NIET e núcleo central da 
amígdala (ACe), que mediariam os comportamentos ansiosos, e para núcleos 
autonômicos e respiratórios, que mediariam as respostas viscerais típicas dos AP. 
Posteriormente, Johnson et al. (2009) mostraram que as repostas 
induzidas por LAC foram bloqueadas tanto por um antagonista do receptor de 
orexina-1 quanto pelo silenciamento do gene deste peptídeo. No seu conjunto, estes 
últimos estudos sugerem que as repostas induzidas por LAC em ratos predispostos 
ao pânico foram mediadas pelos peptídeos angiotensina e orexina, com funções 
bem definidas na sede (Antunes-Rodrigues et al., 2004), alimentação (Rodgers et 
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al., 2002) e, no caso da orexina, vigília (Siegel, 1999; Taheri et al., 2002). 
Surpreendentemente, esses autores mostraram que os comportamentos tipo-pânico 
também foram produzidos por infusão endovenosa de cloreto de sódio (NaCl) 0,5M. 
Como a infusão de D-manitol hipertônico não eliciou as respostas tipo-pânico, eles 
concluíram que os AP resultam da ativação de vias sensíveis ao aumento da 
concentração de sódio, mas não de lactato.  
Contudo, enquanto Kellner et al. (1998) relataram que nem os 
pacientes com TP, nem os controles sadios apresentaram qualquer AP à infusão 
intravenosa de uma solução de NaCl (2.5%) isosmótica à solução de LAC 0,5 M, 
Peskind et al. (1998) induziram AP nos pacientes, mas não nos controles, pela 
administração endovenosa de uma solução similar de NaCl (3%). Assim, cabe 
investigar se a angiotensina II e/ou orexina têm algum papel específico nos AP ou se 
medeiam estados ansiosos secundários à sede, ou fome, induzidos pela 
administração de LAC ou NaCl. 
Ainda, estudos recentes de nosso laboratório mostraram que enquanto 
a estimulação elétrica do HDM com pulsos de onda de alta resolução e intensidade 
variável elicia todas as respostas de defesa no rato (incluindo os comportamentos 
galope e salto), estímulos elétricos de frequência variável produziram somente 
exoftalmia na porção difusa do HDM (HDMd) ou exoftalmia, imobilidade, defecação 
e micção na porção compacta HDM (HDMc) (Alves, 2007). As últimas respostas 
também foram observadas após a estimulação química no HDMd com NMDA, a qual 
tem menor resolução espacial que a estimulação por variação da frequência de um 
pulso elétrico de intensidade reduzida. No entanto, na presença de alimentos, tanto 
as estimulações elétrica quanto química do HDMd eliciaram um robusto 
comportamento ingestivo, dose e intensidade dependentes, em ratos saciados. 
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Contrariamente, todo o repertório do comportamento defensivo dos ratos, incluindo a 
resposta de galope e salto, foi produzido em três ratos nos quais o eletrodo foi 
inadvertidamente implantado na divisão dorsomedial do hipotálamo ventromedial 
(VMHdm) (Alves, 2007). Esses dados sugerem que os comportamentos defensivos 
induzidos pela estimulação do HDMd foram provavelmente devidos à difusão da 
corrente para o VMHdm. De fato, a estimulação elétrica do VMH produz tanto 
comportamentos defensivos como AP em ratos (Blanchard et al., 2005) quanto em 
humanos (Wilent et al., 2010), respectivamente. 
Contudo, a mediação dos AP pela MCPA também é apoiada pelos 
estudos sobre os correlatos endócrinos das respostas de defesa induzidas pela 
estimulação elétrica desta estrutura. A teoria do estresse de Hans Selye (Selye, 
1936, 1950) teve um impacto enorme na prática médica e suas implicações foram 
intensivamente debatidas por quase um século. A marca fundamental da teoria é o 
conceito de inespecificidade da "reação de alarme", isto é, a ativação do eixo HHA 
que se segue à exposição aguda do organismo a uma variedade de estressores, 
tanto físicos quanto psicológicos. Estudos posteriores mostraram que outros eixos 
hipotalâmicos-hipofisários também respondem ao estresse. Particularmente, 
demonstrou-se que a PRL é consistentemente liberada em resposta a um grande 
número de estressores (Dijkstra et al., 1992; Neill, 1970; Siegel et al., 1980). 
Consequentemente, a demonstração da ausência de ativação de respostas do eixo 
HHA e da PRL após o estresse psicológico inquestionável de um AP aparece como 
um dos fatos mais intrigantes da psiquiatria contemporânea (Hollander et al., 1989a, 
1989b; Levin et al., 1987; Liebowitz et al., 1984; Woods et al., 1988, 1987). De fato, 
numa revisão sobre este tópico, Graeff et al. (2005) concluíram que nem os AP da 
vida real, nem aqueles precipitados por panicógenos naturais (LAC e CO2) ativam o 
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eixo HHA. Contrariamente, panicógenos não seletivos que produzem ansiedade 
antecipatória (ou estimulam o hipotálamo e a hipófise diretamente) aumentam a 
secreção dos hormônios do estresse. Mais importante, a ausência de respostas 
neuroendócrinas nos AP fornece uma pista preciosa para a compreensão do 
substrato neural destes ataques. De fato, dados recentes do nosso laboratório 
mostraram que os “hormônios do estresse” (ACTH, CORT e PRL) não estão 
alterados nas respostas intensas de ativação emocional e exercício físico induzidas 
por estimulação da MCPAd (Schenberg et al., 2008). Ao contrário, estimulações 
químicas no HDM em ratos elevaram os níveis plasmáticos de corticotrofina (ACTH) 
e CORT em 600% e 80%, respectivamente (Zaretskaia et al., 2002), tornando 
improvável o envolvimento do HDM na gênese dos AP. Contudo, Lim et al. (2011) 
observaram aumentos expressivos (200%) da CORT 30 min. após a respostas de 
fuga induzida por estimulação da MCPAd. Como os últimos resultados podem ter 
sido devidos ao exercício muscular, Armini (2012) avaliou as respostas hormonais à 
estimulação da MCPA em ratos confinados num cilindro de 20 cm de diâmetro e 
altura. O confinamento suprime as respostas de trote e galope que seriam 
observadas com a mesma intensidade de estimulação numa arena com 60 cm de 
diâmetro (Schenberg et al., 2005). Contrariamente ao observado na arena 
tradicional, a estimulação da MCPA de ratos confinados com a intensidades limiar 
de fuga da arena tradicional não causou aumento algum dos níveis plasmáticos de 
lactato, confirmando a ausência de exercício muscular. Mais importante, tampouco 
foram observadas respostas dos hormônios do estresse, corroborando os estudos 
clínicos anteriores. Estes resultados são indícios convincentes do envolvimento da 
MCPAd na gênese dos AP. 
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Serotonina e Pânico 
No início dos anos 90, Deakin e Graeff (1991) propuseram que as 
projeções serotonérgicas ascendentes evoluíram como um sistema especializado no 
controle dos estados aversivos. Esta hipótese baseou-se tanto no reconhecimento 
precoce da importância crescente dos ISRS na terapia dos transtornos depressivos 
e ansiosos, quanto na longa tradição de pesquisa destes autores sobre as funções 
comportamentais da 5-HT. 
Embora os ISRS tenham se tornado as drogas de primeira escolha no 
tratamento da maioria dos transtornos do humor e ansiedade, o sistema 
serotonérgico é extremamente complexo, possuindo 14 tipos de receptores descritos 
até o momento, localizados pré- ou pós-sinapticamente, ou em ambas as estruturas. 
Além disto, a ativação destes receptores pode produzir efeitos opostos, dificultando 
a compreensão do papel deste sistema nos transtornos do humor e ansiedade 
(Hoyer et al., 2002). 
As primeiras evidências sobre o envolvimento da 5-HT na ansiedade 
foram obtidas em animais de laboratório submetidos a testes de conflito. Verificou-se 
que antagonistas ou depletores da 5-HT liberavam o comportamento alimentar 
suprimido por choque, efeito idêntico àquele dos ansiolíticos sinergistas do GABA, 
tais como o etanol, barbitúricos e, principalmente, benzodiazepínicos (BDZ). 
Contrariamente, drogas que aumentavam a neurotransmissão serotonérgica 
acentuaram a supressão comportamental (Graeff e Schoenfeld, 1970). De fato, 
estes autores mostraram que a -metiltriptamina, um agonista do receptor da 5-HT, 
facilitou a supressão, enquanto a administração de antagonistas, metisergida e ácido 
bromolisérgico, liberaram o comportamento punido. Como os BDZ reduzem a taxa 
de renovação de 5-HT, Stein e colaboradores (Wise et al., 1972, 1973) sugeriram 
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que este neurotransmissor era o mediador da punição e inibição comportamental em 
testes de conflito.  
As vias serotonérgicas ascendentes originam-se nos núcleos da rafe 
do mesencéfalo e se projetam para as estruturas corticais e límbicas do cérebro 
anterior, bem como para a MCPAd. Segundo o modelo teórico desenvolvido por 
Wise et al. (1972, 1973), a 5-HT inibiria o comportamento punido através da 
estimulação das estruturas periventriculares e MCPA, produzindo efeitos 
ansiogênicos. Ao contrário, a noradrenalina (NE) inibiria estas estruturas e teria 
efeitos gratificantes (Figura 2). 
 
 
Inesperadamente, no entanto, Schenberg e Graeff (1978) mostraram 
que a ciproeptadina, um antagonista de receptores 5-HT2A/2C, facilitava a resposta de 
fuga (por pressão à barra) à estimulação aversiva da MCPAd. O caráter aversivo da 
estimulação foi confirmado pelo efeito oposto de doses não sedativas de 
clordiazepóxido, que aumentaram as latências de fuga, ou até mesmo bloquearam 
Figura 2. Diagrama ilustrando o presumível papel da serotonina (5-HT) e noradrenalina (NE) no 
modelo de punição de Wise et al. (1973). De acordo com estes autores, os sinais de reforço positivo 
liberam o comportamento controlado por neurônios colinérgicos (ACh) nas áreas de supressão 
periventricular, através das projeções noradrenérgicas do locus coeruleus. Por sua vez, os sinais de 
punição aumentam a supressão comportamental pela ativação dos neurônios serotonérgicos dos 
núcleos da rafe. MFB, feixe prosencefálico medial (Schenberg, 2010). 
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estas respostas. Estudos nos quais ratos foram treinados a apertar uma barra para 
reduzir a intensidade da estimulação na MCPAd em 5% (fuga decremental) levaram 
a resultados similares (Kiser e Lebovitz, 1975; Kiser et al., 1978, 1980). Assim, a 
fuga decremental foi atenuada tanto pelo precursor da síntese de 5-HT (5-
hidroxitriptofano) quanto pelo inibidor da recaptação (clomipramina) deste. Efeitos 
similares foram observados pela estimulação do NDR (Kiser et al., 1980). No 
conjunto, estes resultados sugeriram que a 5-HT tem efeitos anti-aversivos na 
MCPAd. 
Para explorar o modo de ação da 5-HT mais diretamente, Graeff 
colaboradores conduziram uma série de experimentos com ratos implantados com 
quimitrodos que permitiam a estimulação elétrica concomitantemente à 
administração de drogas na MCPAd. Os animais eram colocados em uma caixa de 
vaivém (shuttle-box) e a intensidade da corrente era gradualmente aumentada até 
que o rato apresentasse uma resposta de fuga para o compartimento oposto da 
caixa, desligando a estimulação intracraniana, considerando-se como o limiar 
aversivo a intensidade que produzisse sete fugas em dez tentativas (I70). Após isso, 
a droga era microinjetada na MCPAd e, dez minutos após, registrava-se seus efeitos 
sobre o limiar aversivo (Graeff e Zangrossi, 2010; Graeff, 2004; Nogueira e Graeff, 
1995). Usando este procedimento, estes autores mostraram que enquanto a 
aplicação de 5-HT ou seus agonistas 5- MeODMT (5-metoxi-N,N-dimetiltriptamina) e 
DOI aumentavam os limiares aversivos de maneira dose-dependente, a 
administração de antagonistas, tais como metergolina e quetanserina, facilitavam a 
resposta de fuga. Contrariamente, a aplicação do mCPP, um agonista preferencial 
de receptores 5-HT2C, foi ineficaz. Portanto, estes autores sugeriram que o efeito 
antiaversivo da 5-HT na MCPAd era mediado pelos receptores 5-HT2A. Estudos 
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adicionais com agonistas de receptores 5-HT1A (8-OH-DPAT e ipsapirona) sugeriram 
seu envolvimento nos efeitos antiaversivos da 5-HT. Como os efeitos do 8-OH-DPAT 
e DOI foram bloqueados por antagonistas de receptores 5-HT1A (NAN190) e 5-HT2A 
(espiperona), Graeff e colaboradores concluíram que a fuga à estimulação da 
MCPAd era modulada por ambos os tipos de receptores (Graeff, 2012, 2004; Graeff 
et al., 1996). 
O LTE também tem sido utilizado para avaliação do papel da 5-HT nos 
comportamentos aversivos. Enquanto alguns estudos com LTE mostraram que a 
microinjeção de 5-HT na MCPAd afeta ambas as respostas do LTE (de Paula 
Soares e Zangrossi, 2004), outros apresentaram evidências de que os receptores 5-
HT2C na MCPAd estão preferencialmente envolvidos na regulação da ansiedade 
(esquiva inibitória), mas não no pânico (resposta de fuga) (Yamashita et al., 2011). 
Adicionalmente, enquanto a fuga do braço aberto foi inibida tanto pela administração 
sistêmica como intracerebral de drogas que aumentam a ação da 5-HT, incluindo os 
antidepressivos eficazes na terapia do TP, ela foi facilitada pelos peptídeos 
panicogênicos CCK e CCK-4 administrados por via sistêmica e na MCPAd, 
respectivamente. Notavelmente, o efeito panicolítico dos antidepressivos no LTE 
também foi antagonizado pelo pré-tratamento com um bloqueador de receptor 5-
HT1A na MCPAd (Zanoveli et al., 2010). 
No que se diz respeito à esquiva inibitória, de Paula Soares e 
Zangrossi (2004) mostraram que os receptores 5-HT1A e 5-HT2A têm funções 
opostas na MCPAd. Assim, enquanto a ativação do primeiro teve um efeito 
ansiolítico, inibindo a aquisição da esquiva ao braço aberto, a ativação do segundo 
teve efeitos ansiogênicos. Estes autores também apresentaram evidências de que 
os receptores 5-HT1A, 5-HT2A e 5-HT2C medeiam a ação inibitória da 5-HT na 
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resposta de fuga do braço aberto, seja por uma ação inibitória nos neurônios de 
projeção da MCPAd, ou por uma ação excitatória em interneurônios inibitórios, tal 
como foi sugerido por (Brandão et al., 1991). 
A sensibilidade do LTE aos receptores 5-HT1A e 5-HT2A também foi 
intensificada pela administração crônica por 21 dias, mas não aguda, de 
panicolíticos tanto serotonérgicos (antidepressivos) como benzodiazepínicos 
(alprazolam) (Graeff, 2012, 2004; Pinheiro et al., 2008). Adicionalmente, 
microinjeções de antagonistas dos receptores 5-HT1A/2A na MCPAd de ratos 
submetidos ao LTE mostraram o envolvimento destes receptores na facilitação da 
esquiva inibitória (ansiedade, receptor 5-HT2A) e inibição da fuga do braço aberto 
(pânico, receptores 5-HT1A/2A) (Pobbe e Zangrossi, 2005). Similarmente, as 
microinjeções na MCPAd de quetanserina e do SDZ-SER-082, antagonistas 
preferenciais de receptores 5-HT2C, não tiveram efeito algum nos comportamentos 
de fuga ou esquiva inibitória (de Paula Soares e Zangrossi, 2004). Estes resultados 
sugerem que os receptores serotonérgicos na MCPAd tenham um papel na 
regulação, mas não na geração, destes comportamentos. Esta função regulatória é 
executada pelo recrutamento de diferentes subtipos de receptores dependendo da 
tarefa defensiva a ser desempenhada. Mais especificamente, enquanto os 
receptores 5-HT2 da MCPAd medeiam os efeitos facilitatórios da esquiva inibitória 
(5-HT2C) e inibitórios da fuga do braço aberto (5-HT2A), os receptores 5-HT1A 
parecem estar preferencialmente envolvidos na regulação da última resposta (Pobbe 
e Zangrossi, 2005). Além dos efeitos das drogas serotonérgicas na MCPAd, os 
estudos no LTE mostraram que a estimulação dos receptores 5-HT1A e 5-HT2A da 
MCPAv produz efeitos ansiolíticos, prejudicando a aquisição da esquiva inibitória 
sem alteração do comportamento de fuga (de Paula Soares e Zangrossi, 2004). 
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Em humanos, estudos de neuroimagem mostraram anormalidades da 
neurotransmissão serotonérgica mesencefálica em pacientes com TP. O 
experimento mais pertinente foi conduzido por Maron et al. (2004), que avaliaram a 
densidade do transportador de membrana de 5-HT (5-HTT) no cérebro de pacientes 
com TP por meio de tomografia computadorizada por emissão de fóton (SPECT). 
Pacientes com TP apresentaram uma redução significativa da ligação do 
radioligante ao 5-HTT no mesencéfalo, lobos temporais e tálamo, quando 
comparados aos controles sadios. Contrariamente, pacientes sob tratamento tiveram 
índices normais de ligação no mesencéfalo e lobos temporais, mas não no tálamo 
no qual a taxa de ligação permaneceu reduzida. Os autores sugeriram que a 
redução na densidade do 5-HTT pode ter sido causada tanto por um déficit de 5-HT 
neuronal quanto por um processo compensatório para aumentar a disponibilidade de 
5-HT sináptica. Como o déficit de 5-HTT no mesencéfalo e lobos temporais não foi 
observado nos pacientes tratados, ele pode estar relacionado aos sintomas clínicos. 
Por sua vez, a redução de 5-HTT no tálamo pode ser um indicador de ansiedade 
antecipatória devido ao aumento da sensibilidade interoceptiva (Graeff, 2012). 
Adicionalmente, estudos in vivo de PET mostraram uma redução da 
ligação específica para receptores 5-HT1A tanto na rafe mediana quanto nas regiões 
anterior e posterior do giro cingulado dos pacientes com TP (Neumeister et al., 
2004). Como a MCPAd recebe fibras serotonérgicas do NDR, estas anormalidades 
podem resultar em mudanças funcionais dos neurônios que controlam os 
comportamentos defensivos. 
Estes e outros estudos adicionaram novas evidências da hipótese 
proposta por Deakin e Graeff (1991). A hipótese Deakin/Graeff (HDG) supõe que a 
5-HT exerça um papel duplo na modulação dos mecanismos de defesa processados 
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por diferentes estruturas anatômicas. Esta hipótese originou-se com os estudos 
pioneiros de Schenberg e Graeff (1978), Kiser e Lebovitz (1975) e Kiser et al. (1978, 
1980) e consolidou-se com estudos posteriores de Graeff e colaboradores (para 
revisão, ver Graeff, 2004). 
 
 
A HDG também se baseou nos estudos etológicos do casal Blanchard 
(Blanchard et al., 1986), que elaboraram o conceito dos três níveis de defesa após 
análise das estratégias de defesa apresentadas por ratos selvagens diante de 
diferentes tipos de ameaças predatórias. O primeiro nível seria induzido por ameaça 
potencial, o animal depara-se com uma situação inédita, que pode envolver algum 
tipo de perigo, ou com uma situação onde vivenciou alguma ameaça no passado, 
Figura 3. Modelo da hipótese de Deakin e Graeff no cérebro de rato: A) Deakin e Graeff (1991) 
sugeriram que enquanto o transtorno da ansiedade generalizada é produzido pela hiperatividade das 
projeções excitatórias 5-HT provenientes do núcleo dorsal da rafe (DRN) (setas pretas) para áreas do 
córtex pré-frontal (CPF) e amígdala (ABL), as quais processam ameaça distal, o ataque de pânico é 
uma disfunção das projeções inibitórias de 5-HT na matéria cinzenta periaquedutal dorsal (MCPAd), 
desse modo liberando a resposta a ameaças proximais, medo inato ou anóxia. Por sua vez, o conflito 
da ansiedade é o resultado da atividade simultânea das projeções de 5-HT do NDR e das projeções 
dopaminérgicas provenientes da área tegmentar ventral (ATV), que se projetam para o estriado (STR), 
e medeiam os comportamentos de esquiva e aproximação, respectivamente. B) Deakin e Graeff 
(1991) também propuseram que as eferências 5-HT que se projetam do núcleo mediano da rafe 
(NMnR) ao hipocampo, sejam o substrato do "sistema de resiliência comportamental", que é 
responsável pelo equilíbrio dos eventos estressores das rotinas diárias. Neste modelo, os níveis 
aumentados de corticosterona (CORT) subrregulariam os receptores 5-HT1A no hipocampo, levando 
ao surgimento do desamparo aprendido e depressão. A habênula lateral (HbL) pode exercer um papel 
central na regulação prosencefálica nas atividades do NDR e do NMnR. ABL, amígdala basolateral; 
NIET, núcleo intersticial da estria terminal; ACe, amígdala central; CRH, hormônio liberador de 
corticotrofinas; HPT, hipotálamo; ENT, núcleo entopeduncular (pálido interno); PVN, núcleo 
paraventricular do hipotálamo; S, septum (Schenberg, 2010). 
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porém não se acha mais presente. Nestas circunstâncias, a reação de defesa 
apresentada é a exploração cautelosa (risk assessment). No segundo nível, o rato já 
identificou o predador, porém este se encontra a uma distância maior que um limite 
crítico. Neste caso, verifica-se inibição comportamental, culminando em imobilidade 
tensa ou “congelamento”. Finalmente, no terceiro nível de defesa, o predador se 
encontra a uma distância inferior ao limite crítico ou já estabeleceu contato com a 
presa, a qual reage com ataque ou fuga (Graeff, 2003). 
Deakin e Graeff sugeriram que nos casos de ameaça potencial, 
projeções serotonérgicas do NDR à amígdala e ao CPF facilitariam os 
comportamentos passivos de defesa (imobilidade e esquiva) tais como aqueles 
envolvidos na esquiva inibitória. Estes comportamentos seriam similares à 
ansiedade generalizada em humanos. Para isto, as projeções serotonérgicas 
inibitórias do NDR à MCPAd inibiriam as respostas ativas da fuga, as quais estariam 
relacionadas ao pânico (Graeff e Zangrossi, 2010; Graeff, 2003, 2012; Pobbe e 
Zangrossi, 2005; Pobbe et al., 2011). Considerando que as projeções 5-HT oriundas 
do NDR inervam tanto a amígdala como a MCPAd, Deakin e Graeff (1991) 
propuseram que a 5-HT facilita os comportamentos de defesa a ameaças próximas 
ou distantes, mediante efeitos excitatórios na amígdala, enquanto inibe a defesa 
proximal na MCPAd. O sentido adaptativo desta organização seria o de impedir 
reações intempestivas de fuga, que tornariam a presa mais conspícua, quando a 
ameaça fosse apenas potencial ou distal (Graeff, 2003). Uma das implicações 
clínicas mais importantes da HDG seria de que a 5-HT facilitaria a ansiedade, mas 
inibiria o pânico. Logo, enquanto o déficit de 5-HT na MCPAd poderia predispor o 
TP, a intensificação da neurotransmissão serotonérgica desta região poderia estar 
implicada na ação antipânico dos medicamentos antidepressivos. Em suma, a 
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hipótese serotonérgica da patofisiologia do TP propõe que pacientes de pânico 
possuem deficiência da inibição serotonérgica nos neurônios localizados na MCPAd, 
estrutura que organiza reações defensivas para lidar com ameaças próximas ou 
iminentes (Graeff, 2012). 
Além da função dupla da 5-HT nos comportamentos de pânico e 
ansiedade, Deakin e Graeff (1991) propuseram que os estados depressivos são 
devidos à sub-regulação de receptores 5-HT1A no hipocampo, uma região que 
recebe uma proeminente inervação do NMnR. Neste modelo, o hipocampo é a 
estrutura central de um "sistema de resiliência comportamental" que separaria as 
tarefas do dia-a-dia dos eventos aversivos, permitindo o controle das situações 
estressantes (Figura 3). Esta hipótese baseia-se em achados anteriores mostrando 
que a os receptores 5-HT1A do hipocampo são sub-regulados tanto pela exposição 
prolongada ao estresse (isolamento social) quanto pela administração de CORT. O 
déficit na neurotransmissão 5-HT1A do hipocampo produzido pelos níveis elevados 
de corticoides do estresse prolongado seria a base do desenvolvimento tanto do 
desamparo aprendido (learned helplesseness) de animais quanto da depressão em 
humanos. Os antidepressivos agiriam restaurando a neurotransmissão mediada pelo 
receptor 5-HT1A (Deakin e Graeff, 1991). 
 
Comorbidade: Ansiedade de Separação na Infância e Pânico 
Os transtornos de ansiedade são uma das formas mais comuns de 
psicopatologia na juventude, com estimativas de prevalência variando entre 5% e 
25% a nível mundial (Boyd et al., 2000; Costello et al., 2003; Essau et al., 2000; 
Roza et al., 2003; Wittchen et al., 1998). Destes transtornos, a ansiedade de 
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separação na infância (ASI) (childhood separation anxiety) é o transtorno de 
ansiedade mais frequente da infância, responsável por quase 50% dos tratamentos 
de saúde mental de crianças (Bell-Dolan, 1995; Cartwright-Hatton et al., 2006). 
Segundo a definição do DSM-IV (APA, 2000), a ASI é caracterizada 
por uma “ansiedade excessiva decorrente da separação da casa ou daqueles em 
que o indivíduo tem apego". As crianças que apresentam sintomas de ASI tornam-se 
significativamente angustiadas quando separadas de sua casa ou da figura de 
apego (geralmente a mãe) e, muitas vezes, tomam medidas para evitar esta 
separação. Este medo é exibido por meio de uma preocupação desproporcional e 
persistente sobre a separação, incluindo o receio de que algum mal venha a 
acontecer aos pais, como exemplo o divórcio, caso a criança se ausente. A ASI é, 
portanto, agravada em casamentos litigiosos. Os comportamentos típicos de 
crianças que apresentam o transtorno da ASI são o apego excessivo aos pais e a 
recusa em participar de atividades que requerem separação (ir a escola, participar 
de acampamentos, dormir na casa de amigos, etc.). 
Na sua forma mais grave, a ASI pode resultar numa recusa escolar 
severa, levando, consequentemente, a déficits significativos na educação e 
socialização da criança. Last et al. (1987) estimaram que aproximadamente 75% das 
crianças com ansiedade de separação apresentam alguma forma de recusa escolar. 
Estudos longitudinais indicam que este comportamento pode culminar em sérios 
problemas a curto prazo, tais como a queda no desempenho escolar, afastamento e 
isolamento dos amigos, bem como conflitos familiares (Kearney, 2006). Shear et al. 
(2006) destacaram também que a ansiedade de separação pode estar associada ao 
risco aumentado dos indivíduos que apresentaram ASI permanecerem solteiros ou 
vivenciarem, quando casados, problemas conjugais na vida adulta. 
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Outros sintomas comuns do transtorno de ansiedade de separação são 
as queixas somáticas. Crianças sintomáticas para ASI relatam dores de estômago e 
cabeça, bem como náuseas, mais frequentemente do que as crianças 
diagnosticadas com transtornos fóbicos (Last, 1991), por exemplo. Queixas 
somáticas ocorrem geralmente no contexto de situações de separação, podendo 
refletir tanto uma estratégia de evasão, chamando a atenção para si, ou um sintoma 
físico genuíno (Albano et al., 1996; Tonge, 1994). Além de sintomas somáticos 
descritos, crianças com ASI têm, muitas vezes, dificuldades, ou mesmo se recusam 
a dormir quando a figura de apego não está presente (Black, 1995), ocasionando, 
em algumas circunstâncias, pesadelos sobre separação e prejuízo do sono (Francis 
et al., 1987). 
O transtorno de ansiedade de separação pode interferir não somente 
na criança que apresenta a psicopatologia, mas também nas figuras de apego e nos 
demais membros da família. As crianças podem apresentar ataques de fúria, se 
agarrando aos pais, se recusando a serem deixadas sozinhas face a situações de 
separação (Tonge, 1994). É comum encontrarmos pais que mudam a sua rotina, 
como dormir na cama da criança, não deixar o filho aos cuidados de outras pessoas 
e renunciar o tempo com seu cônjuge, a fim de satisfazer as vontades da criança e 
aliviar o seu sofrimento. Essas modificações podem levar à uma instabilidade entre 
todos os demais membros da família. Enquanto os parceiros geralmente se queixam 
da falta de tempo para com a figura de apego da criança, os irmãos comumente 
sentem ciúmes da atenção diferenciada que está sendo dada ao indivíduo 
sintomático. Além disso, o desenvolvimento de um vínculo muito mais estreito e 
dependente com a figura materna por crianças com ASI geralmente leva a um 
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comportamento de exclusão da figura paterna, desestabilizando a estrutura familiar 
(Bernstein e Borchardt, 1996). 
A experiência de ansiedade de separação é, no entanto, um fenômeno 
normal que geralmente diminui à medida que a criança amadurece. Um diagnóstico 
de ASI só pode ser estabelecido quando a angústia da criança durante a separação 
é inadequada, levando em consideração a sua idade e nível de desenvolvimento 
(APA, 2000). Pesquisas sugerem que 4,1% das crianças exibem um nível clínico de 
ASI, e que, aproximadamente, um terço dos casos (36,1%) persistem na idade 
adulta se não houver um tratamento na infância (Shear et al., 2006). 
Estes estudos proporcionaram uma compreensão mais profunda da 
correlação e do curso destes transtornos, bem como do seu prognóstico (Brown e 
Barlow, 1992; Dunner, 2001; Goodwin, 2002; Kessler et al., 1994). As considerações 
feitas por Klein (1980) foram baseadas em suas observações e nas teorias 
psicodinâmicas do apego ansioso (anxious attachment) de Bowlby (1973) que 
conferem um papel central à ansiedade de separação como um fator de risco para 
os transtornos de ansiedade na vida adulta. De acordo com os relatos da teoria do 
apego de Bowlby (1973), o relacionamento afetuoso, íntimo e próximo, da mãe ou 
da figura-materna, na primeira infância (1 a 3 anos de idade), favorece o 
desenvolvimento de uma personalidade saudável. Ao contrário, a ausência do 
cuidado materno resultaria em ASI, levando ao desenvolvimento de apego ansioso 
(anxious attachment) e de “personalidade insegura” no adulto (Ainsworth e Bowlby, 
1991; Bowlby, 1973; Bretherton, 1992), os quais seriam fatores predisponentes de 
diversos transtornos psiquiátricos, inclusive, fobia e pânico (Bowlby, 1973; 
Gittelman-Klein, 1995; Manicavasagar et al., 2009). Qualquer que seja a via de 
desenvolvimento, a hipótese de que o TP e/ou agorafobia representem um conflito 
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não resolvido entre a autonomia e o apego baseados na ASI permanece como um 
dos postulados centrais na teoria do apego (Ruiter e van Ijzendoorn, 1992). 
Em 1962, Klein e Fink ressaltaram uma alta correlação da ASI com TP 
e agorafobia na vida adulta, uma vez que 50% dos pacientes agorafóbicos relataram 
ASI severa que muitas vezes os impediram de comparecer à escola. De fato, 
Biederman et al. (2005) e Silove e Manicavasagar (1993) associaram ASI com um 
risco aumentado de desenvolver outros transtornos ansiosos e depressivos na 
adolescência e vida adulta, como pânico e agorafobia. Kagan et al. (1988) 
observaram que ao longo da vida dos pacientes com TP desenvolvem-se, primeiro, 
a ASI, seguida de fobia social na adolescência e TP na idade adulta. A eficácia do 
panicolítico imipramina na terapia de pacientes com ASI corroborou estas 
proposições (Bernstein et al., 2000; Gittelman-Klein e Klein, 1973). Estas 
observações, juntamente com a teoria de apego e abordagens etológicas de 
ansiedade de Bowlby (1973), bem como as propostas estabelecidas por Klein (1980) 
e Margraf et al. (1986) impulsionaram o desenvolvimento das classificações dos 
transtornos de ansiedade no DSM-III (APA, 1980) e DSM-IV (APA, 2000) em relação 
aos transtornos de ansiedade. 
De fato, Pine et al. (2000, 2005) mostraram que a hipersensibilidade 
respiratória à inalação de ar atmosférico enriquecido com 5% de CO2 foi 
significativamente maior nas crianças com ASI e, em menor grau, no TAG, que nas 
crianças com fobia social. Ainda, as semelhanças na fisiologia respiratória de 
pacientes com ansiedade de separação e TP com agorafobia (Battaglia et al., 1995; 
Silove et al., 1995) corroboram a hipótese do alarme falso de sufocamento (Klein, 
1993) e, sua extensão (Preter e Klein, 2008; Preter et al., 2011) que sugere que o 
TP e a ASI estão relacionados a uma anormalidade dos mecanismos opióides 
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envolvidos tanto nos mecanismos respiratórios quanto nas relações parentais. De 
fato, Preter et al. (2011) mostraram que voluntários sadios pré-tratados com 
naloxona apresentaram respostas respiratórias similares aos ataques de pânico à 
infusão intravenosa de LAC. Os efeitos do LAC foram, no entanto, independentes de 
experiências estressantes na infância. 
Notavelmente, o aumento da incidência do TP foi o único achado 
significativo de Rachel G. Klein (1995) no único estudo clínico de acompanhamento 
ao longo de 15 anos de 60 controles e 54 pré-adolescentes que apresentaram 
recusa escolar na infância. Este estudo tem especial importância na medida que foi 
baseado em entrevistas clínicas conduzidas por profissionais que desconheciam o 
histórico dos pacientes. Os resultados mostraram que o TP foi a única condição 
psiquiátrica estatisticamente significante nos indivíduos adultos que sofreram de ASI 
(7% nos probandos versus 0% nos controles). Contudo, Gittelman-Klein (1995) 
também observou uma tendência (p<0,10) para o desenvolvimento da depressão 
maior (DM) e uma incidência significativamente mais elevada de hospitalizações 
(p<0,02) devidas, principalmente, a episódios depressivos dos probandos (14%) 
quando comparados aos controles (1,7%). De fato, pesquisas epidemiológicas das 
últimas décadas revelaram que os transtornos da ansiedade e do humor apresentam 
alta comorbidade (Brown et al., 2001; Galatzer-Levy et al., 2012; Hirshfeld-Becker et 
al., 2012; Kendler, 1996). O início dos AP também é frequentemente precipitado pela 
separação, perda social, estresse familiar ou luto (Battaglia et al., 1995; Faravelli e 
Pallanti, 1989; Kaunonen et al., 2000; Klein e Fink, 1962; Klein, 1993; Milrod et al., 
2004). 
Adicionalmente, Biederman et al. (2007) forneceram dados importantes 
sobre a correlação entre a ASI e TP. Em seu estudo, 233 crianças com riscos 
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variados para o TP e DM foram avaliadas. Embora o estudo realizado por Gittelman-
Klein (1995) tenha apontado a correlação somente entre ASI e TP, com uma 
tendência para o quadro de DM, os resultados de Biederman et al. (2007) indicaram 
que os probandos com ASI têm um risco 9 vezes maior de desenvolver o TP e/ou 
agorafobia e 3 vezes maior de desenvolver DM. Contudo, as afirmações de que a 
ASI predispõe vários transtornos de ansiedade podem ser devidas a um diagnóstico 
ambíguo de AP com sintomas limitados ou à inconsistência dos métodos de 
entrevista (Preter and Klein, 2008). 
Contrariamente, um estudo de acompanhamento conduzido por 
Aschenbrand et al. (2003) teve um resultado conflitante com os observados por 
Gittelman-Klein (1995). Naquele estudo, os pesquisadores reentrevistaram um grupo 
de crianças sete anos e meio após as mesmas terem completado o tratamento para 
transtornos previamente identificados como ASI, TAG e fobia generalizada. 
Contrariamente, no entanto, Aschenbrand et al. (2003) não observaram o aumento 
da incidência do TP em indivíduos diagnosticados com ASI, quando comparados 
àqueles com TAG e fobia generalizada. Contudo, um fator que pode ter diminuído a 
associação entre o TP e a ASI é a idade dos indivíduos entrevistados entre 9 e 13 
anos. Assim, a maioria dos participantes ainda não tinha atingido a idade de risco 
para o TP (entre 20 e 30 anos) (APA, 2000). 
Recentemente, Roberson-Nay et al. (2012) utilizaram a decomposição 
de Cholesky de dados epidemiológicos de gêmeos mono e dizigóticos adultos para 
verificar a influência dos fatores genéticos e ambientais tanto no desenvolvimento da 
ansiedade de separação e transtorno hiperansioso (childhood overanxious disorder) 
na infância quanto no desenvolvimento do TP na vida adulta. Este estudo mostrou 
que o mesmo conjunto de genes, é responsável por 40% da ASI e 35% do TP na 
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vida adulta. Surpreendentemente, no entanto, enquanto o ambiente compartilhado 
na infância contribuiu com 60% da ASI, ele foi responsável por apenas 1,2% dos 
ataques de pânico na vida adulta. Em contraste, o ambiente único da vida adulta 
contribuiu com 64% destes ataques. Estes autores também demonstraram que o 
transtorno hiperansioso da infância é determinado por genes distintos dos 
envolvidos na ASI e TP. No conjunto, este estudo sugere que genes específicos e 
ambiente da vida adulta explicariam 99% da variância dos ataques de pânico em 
jovens adultos. 
Os resultados de Roberson-Nay et al. (2012) sobre os efeitos 
negligenciáveis do ambiente infantil no desenvolvimento do TP são, no mínimo, 
intrigantes em vista das evidências clínicas que apontam o estresse na infância 
como um dos fatores fundamentais no desenvolvimento deste transtorno (Battaglia 
et al., 1995; Biederman et al., 2005; Gittelman-Klein, 1995; Kagan et al., 1988; Klein 
e Fink, 1962; Pine et al., 2005, 2000; Silove e Manicavasagar, 1993; Silove et al., 
1995). 
A influência do estresse infantil na etiologia do TP também foi sugerida 
por estudos pré-clínicos que mostraram que ratos submetidos ao isolamento social 
neonatal (ISN), um modelo de ASI, apresentam uma facilitação sexo-dependente 
das respostas respiratórias à hipóxia (machos) e hipercapnia (fêmeas) na vida adulta 
(Genest et al., 2004, 2007a, 2007b). Mais importante, estudos originais de Quintino-
dos-Santos (2011) mostraram que ratos submetidos ao ISN por 3 horas diárias ao 
longo de todo período de amamentação (20 dias) apresentaram reduções 
acentuadas dos limiares dos comportamentos de defesa para as respostas de 
imobilidade, exoftalmia, trote, galope e salto produzidos pela estimulação elétrica da 
MCPAd 45 dias após o desmame quando comparados aos irmãos da mesma 
59 
 
ninhada que não passaram pela privação materna (controle). Este estudo é a 
primeira evidência em animais da influência facilitatória da ASI nos ataques de 
pânico. Adicionalmente, estes dados sugerem que o ISN produz alterações 
permanentes dos circuitos intrínsecos ou eferentes da MCPAd, uma vez que os 
efeitos comportamentais foram observados 45 dias após o período de privação 
materna. Ainda, não foram encontradas diferenças entre os ratos isolados e 
controles com relação aos comportamentos ansioso e depressivo avaliados no LCE 
ou no teste da natação forçada (NF), respectivamente. Embora esses resultados 
corroborem observações similares de outros pesquisadores (Lehmann e Feldon, 
2000; Shalev e Kafkafi, 2002), outros estudos apresentam dados contrários com 
relação aos comportamentos ansiosos e depressivos (Eklund e Arborelius, 2006; 
Greisen et al., 2005). Os resultados contraditórios da literatura podem ter sido 
devidos à diversidade dos procedimentos de privação materna, principalmente, 
quanto ao modo da separação (isolamento de um único filhote ou de toda a 
ninhada), mas também quanto à duração, frequência e período pós-natal da 
separação materna, aos controles da temperatura e comunicação auditiva, visual, 
táctil ou olfativa com a mãe, e ao modo de criação (isolada ou agrupada) após o 
desmame, dentre outros fatores. De fato, enquanto períodos curtos (3-15 min) de 
separação materna reduziram as respostas comportamentais e endócrinas aos 
estressores na idade adulta (Meaney et al., 1996, 1992), períodos prolongados (3-6 
h) aumentaram estas respostas (Francis e Meaney, 1999; Plotsky e Meaney, 1993; 
van Oers et al., 1998). Além do tempo de contato entre mãe e filhote (Meaney, 
2001), existem outros fatores que podem influenciar nos resultados. Por exemplo, 
Hofer (1996) relatou que um pequeno “tapete” de pelo sintético foi a única variável 
que, isoladamente, reduziu a vocalização dos filhotes privados, dentre inúmeras 
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variáveis combinadas em complexidade crescente (textura, temperatura dos filhotes, 
do ambiente ou da mãe, propriedades de objeto substitutivo da mãe, etc.). 
Adicionalmente, a variabilidade dos resultados também pode ter sido devida à 
diversidade dos modelos de avaliação de ansiedade experimental (Lehman e 
Feldon, 2000). 
Embora os estudos de ISN relatem tanto efeitos ansiogênicos do ISN 
(Lehmann e Feldon 2000; Shalev e Kafkafi, 2002), quanto sua ausência (Eklund e 
Arborelius, 2006; Greisen et al., 2005; Quintino-dos-Santo, 2011), o ambiente pós-
desmame também parece influenciar os efeitos comportamentais deste 
procedimento. Condições extremas, como isolamento social (alojamento individual) 
ou superlotação (aproximadamente 3,0 dm³/rato), por exemplo, promoveram 
comportamentos ansiosos e depressivos, bem como alteraram a resposta ao 
estresse na fase adulta (Brown e Grunberg, 1995; Maslova et al., 2010; Weintraub et 
al., 2010). Por outro lado, o enriquecimento do ambiente pelo alojamento em grupo, 
inserção de objetos variados e utilização de caixas maiores aumentou a interação 
social e tornou o animal mais resiliente às condições adversas (Konkle et al., 2010). 
Não surpreendentemente, dados na literatura revelam uma grande variação na 
forma do alojamento dos animais entre os laboratórios. Enquanto alguns 
permanecem em grupos que variam entre quatro a cinco animais por gaiola 
(Maslova et al., 2010), outros laboratório reportam o acondicionamento entre 2 e 3 
ratos por caixa (Galler e Seelig, 1981). 
A importância do enriquecimento para roedores utilizados em 
laboratório foi abordada inicialmente por Donald Hebb na década de 1940. Em suas 
observações, Hebb percebeu que os ratos mantidos como animais de estimação 
livres de confinamento tinham respostas melhores nos experimentos que envolviam 
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o aprendizado quando comparados àqueles animais que permaneciam nos 
alojamentos padrão de laboratório (Hebb, 1947). A partir de 1960, um número 
crescente de evidências mostraram que roedores criados em ambientes 
enriquecidos apresentavam uma grande plasticidade neural, quais sejam, 
neurogênese, arborização dendrítica, aumento do tamanho celular e melhora na 
memória e no aprendizado (Mohammed et al., 2002; Petrosini et al., 2009; Sale et 
al., 2009). Este cenário teve grande importância em modelos animais de doenças 
neurodegenerativas, lesão cerebral e de transtornos psiquiátricos (Laviola et al., 
2008; Nithianantharajah e Hannan, 2006; Sale et al., 2009; Solinas et al., 2010; Will 
et al., 2004). 
De fato, resultados importantes acerca do alojamento de ratos no 
período pós-desmame estão presentes na literatura (para revisão, ver Simpson e 
Kelly, 2011). É conhecido que a exposição de ratos ao protocolo do ISN tem efeitos 
duradouros no desenvolvimento do controle respiratório (Cayetanot et al., 2009; 
Kinkead et al., 2009; Montandon et al., 2008). Enquanto as duas primeiras semanas 
são vistas como sendo o período crítico no desenvolvimento do padrão respiratório 
da vida adulta (Bavis e Mitchell, 2008), a simples mudança na forma de alojamento 
dos ratos no período pós-desmame de duplas para tríades reverteu efeitos 
respiratórios desencadeados pelo ISN, sugerindo que a plasticidade deste sistema 
se prolonga por períodos maiores que os relatados na literatura (Fournier et al., 
2011, 2013). De um ponto de vista mais abrangente, estes dados corroboram dados 
clínicos em que a amamentação e o contato com a pele, os quais permitem uma 
maior proximidade entre a mãe e a criança, são interpretados como formas de 
enriquecimento que reduzem os riscos de instabilidades respiratórias associadas à 
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prematuridade (Blaymore Bier et al., 1997; Ludington-Hoe et al., 1998; Parmar et al., 
2009; Whitelaw et al., 1988). 
A explicação dos efeitos do agrupamento no padrão respiratório dos 
ratos adultos submetidos ao ISN pode residir no fato de que a produção, 
diferenciação e sobrevivência de neurônios são processos de alta plasticidade 
regulados por relações sociais. De fato, enquanto os estressores físicos ou sociais 
reduziram a neurogênese por meio da elevação dos níveis de CORT (Leuner e 
Gould, 2010; Schoenfeld e Gould, 2012), exposições ao exercício físico moderado 
(Van Praag et al., 1999), aprendizado (Epp et al., 2007; Gould et al., 1999; Leuner et 
al., 2004), experiência sexual (Leuner et al., 2010), ambiente enriquecido 
(Kempermann et al., 1997) e autoestimulação intracraniana (Takahashi et al., 2009) 
aumentaram a neurogênese no giro denteado hipocampal (DG) a despeito dos 
efeitos contrários do aumento do nível de glicocorticoides em vários destes 
procedimentos (Burgess et al. 1993; Droste et al. 2003; Mirescu & Gould 2006; 
Harrison et al. 2009; Waldherr et al. 2010). Embora os agentes destas alterações 
permaneçam em grande parte desconhecidos, a ocitocina é um provável candidato. 
De fato, sua liberação em algumas situações de recompensa parece ter um 
importante papel na proliferação neuronal no DG (Devries et al., 2003; Leuner et al., 
2012; Ross e Young, 2009). 
A neurogênese no cérebro maduro é uma forma excepcional de 
plasticidade na qual os neurônios são produzidos e selecionados em regiões 
específicas no cérebro de mamíferos (Ming e Song, 2011). As duas principais áreas 
onde ocorrem a neurogênese são a zona subventricular que reveste os ventrículos 
cerebrais e dá origem aos precursores neuronais que migram para o bulbo olfativo e 
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a zona subgranular que reveste o DG e dá origem às células granulares do DG 
(Ming e Song, 2011). 
 
Figura 4. Modelo proposto para os diferentes tipos de plasticidade neuronal baseados no tratamento 
por drogas antidepressivas. A plasticidade neuronal atua em diferentes níveis estruturais para 
influenciar o funcionamento das redes neurais. O aumento da formação de estruturas em qualquer 
um destes níveis gera variabilidade e promove competição, ainda que o número total de estruturas 
permaneça constante em detrimento do processo simultâneo de remodelamento. (a) Neurogênese e 
apoptose seletiva. A proliferação de precursores no DG induzida por antidepressivos leva ao aumento 
da sobrevivência de neurônios recém formados que conseguem estabelecer atividade no circuito 
hipocampal. Os neurônios que falham em integrar este circuito são eliminados através da apoptose. 
(b) Remodelamento de axônios e dendritos. Enquanto as ramificações dendríticas de sinapses que 
melhor representam as condições ambientais são reforçadas, ramificações que falham em 
estabelecer sinapses têm um curto período de atividade e são reabsorvidas pelo neurônio. (c) 
Sinaptogênese e eliminação sináptica. A extensão filopodial caracteriza o início do processo da 
formação da sinapse entre dois neurônios. Os neurônios capazes de estabelecer as sinapses com 
sucesso são preferencialmente estabilizados, enquanto aqueles incapazes são eliminados. (d) 
Regulação da sinapse. A troca de informações entre sinapses ativas são aprimoradas pelo processo 
de potenciação a longo prazo (long-term potentiation), enquanto sinapses inativas ou inapropriadas 
são suprimidas pela depressão de longo prazo (long-term depression). (e) Plasticidade genômica. A 
regulação da transcrição e tradução de genes envolvidos na plasticidade neuronal tanto por controles 
transcricionais quanto por mecanismos epigenéticos pode ocorrer por remodelamento de regiões de 
hetero e eucromatinas, dentre outros mecanismos. 
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A neurogênese é um processo lábil que é regulado por fatores 
ambientais. No hipocampo, os estágios da neurogênese são estimulados por 
ambientes enriquecidos, exercícios de aprendizagem e medicamentos 
antidepressivos, mas inibidos pelo estresse crônico e envelhecimento (David et al., 
2010; van Praag et al., 2000; Warner-Schmidt e Duman, 2006). Dentre outros 
fatores, os medicamentos antidepressivos estimulam a proliferação e especialização 
de células neuronais jovens, além de promover uma série de alterações estruturais 
que influenciam o funcionamento de neurônios já maduros (Figura 4) (Sahay e Hen, 
2007; Wang et al., 2008). Por outro lado, tanto o estresse agudo como crônico 
diminuem a proliferação e sobrevivência de neurônios em várias espécies, inclusive 
em primatas não-humanos (Schoenfeld e Gould, 2012; Vollmayr et al., 2007). 
Embora os mecanismos neuronais da comorbidade do pânico e 
transtornos da ansiedade e depressão permaneçam desconhecidos, estudos 
recentes do nosso laboratório adicionaram informações importantes sobre este 
problema. Mais importante, Rosa (2012) mostrou que os níveis de 5-HT da MCPA e 
do seu principal metabólito, o ácido 5-hidroxiindolacético (5-HIAA), foram igualmente 
aumentados nos grupos controle e ISN. Em conjunto com os estudos de Quintino-
dos-Santos (2010), estes estudos prepararam o cenário para o desenvolvimento de 
modelos translacionais mais abrangentes do TP, envolvendo tanto as causas 
primárias relacionadas à fisiopatologia do desenvolvimento infantil do paciente de 
pânico como as causas imediatas de deflagração dos AP na vida adulta. Por outro 
lado, como os ISRSs são as drogas de primeira escolha no tratamento da maioria 
dos transtornos de ansiedade e depressão, incluindo o pânico, o presente estudo 
avaliou os efeitos do tratamento crônico da fluoxetina (FLX) em modelos 
experimentais de pânico, ansiedade e depressão de ratos submetidos ao ISN. 
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OBJETIVOS 
Objetivo geral 
Avaliar os efeitos do tratamento com FLX sobre as respostas em modelos 
experimentais de pânico, ansiedade e depressão de ratos adultos que foram 
submetidos ao protocolo do ISN. 
Objetivo específico 
1. Avaliar o efeito do tratamento agudo com FLX (1 e 2 mg/kg) nas 
respostas tipo-pânico induzidas pela estimulação elétrica da MCPAd em 
ratos Wistar adultos submetidos ao ISN; 
2. Avaliar o efeito do tratamento crônico com a FLX (1 e 2 mg/kg/dia por 7, 
14 e 21 dias) sobre as respostas tipo-pânico induzidas pela estimulação 
elétrica da MCPAd em ratos Wistar adultos que foram submetidos ao ISN; 
3. Avaliar o efeito crônico do tratamento com FLX (1 e 2 mg/kg/dia por 21 
dias) sobre as respostas tipo-ansiedade e -depressão em ratos Wistar 
adultos submetidos ao ISN dos testes do LCE, NF e anedonia. 
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ESTUDO: 
EFEITOS AGUDOS E CRÔNICOS DA FLUOXETINA EM MODELOS 
EXPERIMENTAIS DE PÂNICO, ANSIEDADE E DEPRESSÃO DE RATOS 
ADULTOS SUBMETIDOS AO ISOLAMENTO SOCIAL NEONATAL. 
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INTRODUÇÃO 
Os transtornos de ansiedade são uma das formas mais comuns de 
psicopatologia na infância e juventude, com prevalência variando entre 5% e 25% 
(Boyd et al., 2000; Costello et al., 2003; Essau et al., 2000; Roza et al., 2003; 
Wittchen et al., 1998). Destes transtornos, a ASI é o mais frequente na fase precoce 
da vida, responsável por quase 50% dos tratamentos de saúde mental em crianças 
(Bell-Dolan, 1995; Cartwright-Hatton et al., 2006). A ASI é caracterizada pela 
ansiedade excessiva da separação da criança em relação à figura de apego, bem 
como por um conjunto de sintomas e comportamentos da criança face à possível 
ruptura dos laços familiares (APA, 2000; Bowlby, 1973). Por outro lado, o TP 
acomete, principalmente, indivíduos na fase adulta (entre 20 e 30 anos) com uma 
ocorrência entre 2% e 5% da população e graves limitações do desempenho social e 
familiar do indivíduo (Goodwin e Barr, 2005). Segundo Klein (1993), o TP está 
relacionado ao medo produzido pelo disparo errôneo de um sistema de alarme de 
sufocamento. 
Em 1962, Klein e Fink sugeriram que a ASI predispõe o TP e 
agorafobia na vida adulta, uma vez que 50% dos pacientes agorafóbicos 
hospitalizados relataram ter tido ASI severa que muitas vezes os impediram de 
comparecer à escola. Nos anos seguintes, Klein (1964) formulou a hipótese de que 
ASI favorece o TP, sendo corroborado por diversos autores (Biederman et al., 2005; 
Kagan et al., 1988; Silove e Manicavasagar, 1993). Esta hipótese ganhou força, 
entretanto, no estudo duplo-cego de acompanhamento por 15 anos de 54 pré-
adolescentes com recusa escolar e 60 controles sadios realizado por Gittelman-Klein 
(1995). Este autor mostrou que o TP foi a única condição psiquiátrica 
estatisticamente significante nos adultos que sofreram de ASI (7% nos probandos 
68 
 
versus 0% nos controles). Adicionalmente, houve uma tendência (p<0,10) para o 
desenvolvimento de DM e um número maior de hospitalizações (p<0,02) dos 
probandos devidas, principalmente, a episódios depressivos (14% nos probandos 
versus 1,7% nos controles). A “hipótese da ansiedade de separação” também foi 
apoiada pela eficácia comprovada do panicolítico imipramina no tratamento da ASI 
(Bernstein et al., 2000; Gittelman-Klein e Klein, 1973). Em conjunto com a teoria de 
apego e as abordagens etológicas dos transtornos de ansiedade de John Bowlby 
(1973), as propostas de Klein (1980) e Margraf et al. (1986) impulsionaram o 
desenvolvimento da classificação dos transtornos de ansiedade no DSM-III (APA, 
1980) e DSM-IV (APA, 2000). 
A influência da ASI na etiologia do TP também foi sugerida por estudos 
pré-clínicos que mostraram que ratos submetidos ao ISN, um modelo de ASI, 
apresentaram uma facilitação sexo-dependente das respostas respiratórias à hipóxia 
(machos) e hipercapnia (fêmeas) na vida adulta (Dumont e Kinkead, 2010; Genest et 
al., 2007a, 2007b, 2004). Embora o substrato neural responsável pela gênese dos 
AP permaneça questionável, a MCPAd é um forte candidato uma vez que sua 
estimulação evoca emoções aversivas em humanos (Nashold et al., 1969) e 
comportamentos defensivos em animais (Bittencourt et al., 2004) que se 
assemelham aos AP. De fato, vários trabalhos têm proposto a estimulação elétrica 
da MCPAd como um modelo de AP (Deakin e Graeff, 1991; Gentil, 1988; Jenck et 
al., 1995; Schenberg, 2010; Schenberg et al., 2001; Schimitel et al., 2012). 
Recentemente, Quintino-dos-Santo (2011) mostrou que ratos adultos 
submetidos ao ISN por 3 horas diárias ao longo do período de amamentação (20 
dias) apresentaram reduções acentuadas e permanentes dos limiares dos 
comportamentos de defesa para as respostas de imobilidade, exoftalmia, trote, 
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galope e salto eliciados pela estimulação elétrica da MCPAd. Deakin e Graeff 
(1991), postularam, baseados evidências tanto clínicas quanto experimentais, que a 
5-HT seria um neurotransmissor fundamental nos transtornos de ansiedade, pânico 
e depressão. Em virtude disso, Rosa (2012) realizou ensaios bioquímicos sobre os 
níveis tissulares de 5-HT da MCPAd e MCPAv de ratos adultos submetidos ao ISN. 
Surpreendentemente, no entanto, não foi encontrada nenhuma diferença estatística 
entre os grupos privados (P) e não privados (NP) em nenhuma das estruturas 
analisadas. 
Como os ISRSs são as drogas de primeira escolha no tratamento da 
maioria dos transtornos de humor e ansiedade, o presente estudo avaliou os efeitos 
dos tratamentos agudo e crônico com FLX sobre as respostas de modelos 
experimentais de pânico, ansiedade e depressão de ratos Wistar adultos que foram 
submetidos ao protocolo do ISN. 
 
MATERIAIS E MÉTODOS 
Animais 
Trinta e sete ratos Wistar, fêmeas, nulíparas, pesando entre 220-250g, 
fornecidas pelo Biotério Central do Centro de Ciências da Saúde, foram mantidas 
numa sala com controle de temperatura (23 ± 2ºC) e ciclo claro/escuro (12 X 12 h, 
luzes acesas às 6:00 h). As ratas foram alojadas em grupos de dois a quatro animais 
em gaiolas de polietileno (caixa-viveiro) com dimensões de 49 cm X 34 cm X 16cm 
(comprimento X largura X altura), com assoalho coberto com maravalha e água e 
comida ad libitum. Vinte ratos Wistar, machos, pesando entre 250-300g, fornecidos 
pelo Biotério Central do Centro de Ciências da Saúde, foram mantidos nas mesmas 
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condições, em gaiolas separadas. Os procedimentos foram aprovados pelo Comitê 
de Ética no Uso de Animais (CEUA-UFES PROTOCOLO 005/2012, Anexo 1). 
 
Procedimentos 
Neste estudo foram utilizados 164 animais, dos quais 83 foram 
submetidos à privação materna (P) e 80 permaneceram com as mães (NP). Os ratos 
de uma mesma prole foram divididos homogeneamente nos seguintes tratamentos: 
FIC: Ratos submetidos ao ISN e aos testes comportamentais sem 
quaisquer tratamentos. 
SAL, FLX1 e FLX2: Ratos que foram submetidos ao ISN e receberam 
tratamento com salina (SAL), FLX 1 mg/kg/dia (FLX1) ou FLX 2 mg/kg/dia (FLX2), 
respectivamente, do dia pós-natal 60 (PN60) ao PN83. 
 
Cruzamentos 
As fêmeas e os machos foram alocados em caixas viveiro para o 
cruzamento na proporção de 2 ou 3 fêmeas para cada macho, com assoalho coberto 
com maravalha e água e comida ad libitum. A higienização das caixas e a troca da 
maravalha era realizada duas vezes por semana. A cada higienização as fêmeas 
eram levantadas gentilmente pelo abdômen para de se confirmar a gestação. 
Posteriormente, entre 10 e 15 dias após o início do cruzamento, as fêmeas 
gestantes eram removidas das caixas viveiro e alojadas individualmente em caixas 
menores de polipropileno (caixas ninho) com dimensões 30 cm X 20 cm X 25 cm, 
com assoalho coberto por maravalha e água e comida ad libitum. 
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Privação materna 
No PN1 era feita a sexagem para a padronização das ninhadas (entre 
2 e 8 filhotes por rata), permanecendo somente os machos com suas respectivas 
mães até o desmame (PN21). 
Em PN2 toda a ninhada era classificada como grupo P ou NP. Durante 
o procedimento de privação materna, os ratos do grupo P eram acomodados 
individualmente em caixas de separação (30 cm x 20 cm x 13 cm) enquanto as 
respectivas mães eram transportadas individualmente para outra caixa, doravante 
denominada caixa de separação materna (CSM). O grupo NP passava por todo o 
procedimento do grupo P, entretanto os filhotes eram transportados juntamente com 
suas mães para a CSM. Adicionalmente, o cheiro e a comunicação com a mãe eram 
atenuados colocando-se as caixas de separação num compartimento fechado (49 
cm x 66 cm x 96 cm) com uma pequena abertura para ventilação (10 cm x 10 cm) 
em sala distinta à da CSM. A privação materna era realizada pela separação dos 
filhotes por 3 horas, com início entre 08:00 e 09:00, de PN2 a PN21. Ao término das 
sessões de privação, os animais retornavam para a caixa-ninho. O grupo NP era 
manipulado de forma similar durante o transporte com as mães para a caixa CSM e 
o retorno para a caixa-ninho. Após o desmame, os ratos P e NP eram alojados em 
grupos de dois a quatro animais em caixas viveiro com assoalho coberto com 
maravalha e com água e comida ad libitum. 
 
Confecção dos eletrodos 
Os eletrodos eram confeccionados com um fio de aço inoxidável de 
250 m de diâmetro isolado em toda a sua extensão exceto na seção transversal de 
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sua extremidade (Califórnia Fine Wire Company, Grover City, CA, EUA). Um outro 
fio de aço inoxidável, não isolado, servia como eletrodo indiferente. Os eletrodos 
eram soldados a um soquete de circuito integrado (Celis, BCPT 50, São Paulo, SP, 
Brasil). 
 
Implantação dos eletrodos na MCPAd 
Em PN52, os ratos eram anestesiados com uma combinação de 
quetamina a 1,0 mg/kg e xilazina a 0,5 mg/kg (VetBrands, Jacareí, SP, Brasil) I.P., 
tratados com ceftriaxona sódica (30 mg/kg, I.M.) e diclofenaco sódico (1 mg/kg, I.M.), 
fixados ao aparelho estereotáxico (David Kopf, Tujunga, EUA) e cobertos com uma 
manta para evitar a perda de calor. Em seguida, fazia-se a assepsia da parte 
superior da cabeça com álcool 70° e solução de iodo e removia-se uma pequena 
área oval da pele e tecidos subcutâneos, expondo-se a calvária desde o bregma até 
o lâmbda. A tricotomia foi evitada pois a manutenção do pelo reduz as lesões da 
pele ao redor do campo cirúrgico, possivelmente devido à autolimpeza. Após a 
incisão e raspagem da gálea aponeurótica, eram feitos quatro orifícios (dois nos 
ossos parietais e dois no osso interparietal), com o auxílio de uma broca 
odontológica, para a fixação de pequenos parafusos de aço inoxidável para 
ancoragem da prótese. A seguir, realizava-se um orifício -2.1 mm lateralmente e -7.8 
mm posteriormente ao bregma para introdução do eletrodo, num ângulo de 15°, até 
a profundidade de 5 mm abaixo da superfície óssea. Estas coordenadas 
correspondem àquelas da MCPAd. Após a soldagem do eletrodo indiferente a um 
parafuso de fixação e a limpeza e secagem da calota craniana, o campo cirúrgico 
era preenchido com resina acrílica autopolimerizável de secagem rápida e os ratos 
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eram colocados numa placa térmica (32ºC) até se recuperarem da anestesia (Figura 
5). 
 
Pesagem dos animais 
Os animais eram pesados em PN60, 67, 74 e 81 para monitoração do 
desenvolvimento dos grupos. 
 
 
Figura 5. Ratos sete dias após a cirurgia de implantação dos eletrodos intracranianos. 
 
Sessão de estimulação 
Os ratos receberam a estimulação elétrica intracraniana nos dias 
PN59, 60, 67, 74 e 81, correspondentes às sessões de triagem, tratamento agudo, e 
tratamentos crônicos de 7, 14 e 21 dias, respectivamente, para os grupos FIC, SAL, 
FLX1 ou FLX2 (ver Tabela 2). 
Os animais eram estimulados numa arena circular de acrílico 
transparente, com 60 cm de altura e diâmetro com pulsos senoidais (60 Hz, c.a.) 
gerados por um estimulador de corrente constante. Após dez minutos de habituação, 
os estímulos eram aplicados por meio de um cabo flexível acoplado a um conector 
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giratório de mercúrio. As intensidades de corrente eram monitoradas por meio de um 
osciloscópio (V-212-HITACHI, Malásia) conectado aos polos de uma resistência de 1 
kΩ em série com o eletrodo. Os estímulos tinham 30 segundos de duração e eram 
aumentados em passos de 5 A. Os animais eram estimulados em intervalos entre 
30 a 90 segundos, desde a intensidade zero (estímulo fictício) até a obtenção da 
resposta de fuga (galope e/ou saltos). As sessões eram realizadas em uma sala com 
atenuação acústica e temperatura mantida em aproximadamente 25°C. Uma sessão 
de triagem era realizada sete dias após a cirurgia de implantação, selecionando-se 
os animais que apresentavam resposta de galope em intensidades inferiores a 60 
A (sessão-triagem). As sessões de estimulações subsequentes após os 
tratamentos agudo e crônicos seguiam o mesmo protocolo, exceto pelo limite 
máximo da intensidade da corrente de estimulação que era elevado para 100 A. 
 
Registros comportamentais 
Os registros comportamentais eram realizados de forma binária, ou 
seja, registrando-se a ocorrência ou não dos itens comportamentais durante os 
períodos de estimulação, independentemente de sua frequência ou duração durante 
o estímulo. As funções intensidade-resposta foram obtidas pelo ajuste logístico das 
frequências acumuladas de resposta. Curvas de limiar de resposta foram obtidas 
pela análise logística dos limiares de resposta (Bittencourt et al., 2004; Schenberg et 
al., 1990). 
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Etograma do rato 
A observação comportamental dos animais foi feita com o auxílio de 
uma planilha (Anexo 2), contendo os itens comportamentais do etograma do rato: 
Dormir - Postura horizontal com olhos fechados, sem atividade olfativa, 
e com relaxamento muscular indicado pelo rebaixamento do tronco, cabeça e 
pescoço e pela flexão dos membros. 
Repouso - Postura horizontal com olhos semiabertos ou abertos, 
atividade olfativa reduzida e relaxamento muscular indicado pelo rebaixamento do 
tronco e pela flexão dos membros. O rato pode apresentar uma postura de “esfinge”, 
com o tronco rebaixado e pescoço e cabeça erguidos. 
Autolimpeza - Manipulação repetitiva dos pelos da cabeça, tronco e 
genitais usando as patas dianteiras ou a boca (comportamentos autodirigidos). A 
manipulação dos pelos com as patas posteriores (coçar) foi incluída neste item. 
Olfação - Exploração olfativa do ambiente indicada pelo movimento 
das narinas e das vibrissas e movimentos pendulares da cabeça em posição 
elevada. 
Esquadrinhar - Exploração visuomotora do ambiente caracterizada por 
movimentos laterais da cabeça, geralmente, acompanhados de olfação. 
Levantar - Postura ereta, com extensão das patas posteriores. 
Marcha - Locomoção lenta do animal por, pelo menos, dois espaços do 
assoalho da arena, mediante a projeção simultânea das patas contralaterais anterior 
e posterior.  
Mistacioplegia - Paralisia das vibrissas 
Imobilidade tensa - Cessar brusco de todos os movimentos, 
frequentemente acompanhado de extensão dos membros (elevação do tronco), 
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orelhas e pescoço e, às vezes, da cauda, indicando o aumento do tônus muscular. O 
cessar brusco das atividades pode resultar em posturas anômalas. 
Trote - Locomoção rápida do animal, mantendo o padrão contralateral 
da marcha. 
Galope - Deslocamento rápido com a projeção alternada dos pares de 
patas dianteiras e traseiras. 
Saltos - Impulsos horizontais ou verticais, frequentemente em direção à 
borda superior da arena. 
Exoftalmia - Abertura máxima das pálpebras (contração do músculo 
tarso palpebral) e protrusão do globo ocular (contração do músculo orbital), o qual 
assume aspecto esférico e cor brilhante indicativa de uma maior entrada de luz. 
Estas respostas resultam no aumento do campo visual e apresentam um sinergismo 
evidente com a midríase, também de natureza simpática, que ocorre durante a 
reação de defesa natural ou induzida por estimulação intracraniana. 
Defecação e Micção - Eliminação de fezes e urina (não foram 
analisadas no presente estudo). 
De acordo com o presente etograma, a “reação de congelamento” 
(freezing behavior) compreende as respostas de imobilidade tensa acompanhada de 
exoftalmia e, eventualmente, defecação e micção. O rato aparenta um estado de 
hipervigilância. A reação de fuga (flight behavior) compreende as respostas de trote, 
galope e salto, igualmente acompanhadas de exoftalmia. A reação de congelamento 
pode ocorrer isoladamente, mantendo-se por todo período de estimulação, ou 
combinada a outras respostas, por exemplo, precedendo ou seguindo-se à resposta 
de fuga, tanto na vigência da estimulação, quanto no período interestímulo 
(Schenberg et al., 2001; Vargas et al., 2000). 
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Tratamento agudo e crônico 
No dia seguinte à sessão-triagem os animais eram administrados I.P. 
com SAL, FLX1 ou FLX2 e, 30 minutos após, submetidos a uma sessão de 
estimulação intracraniana (tratamentos agudos). O grupo FIC recebia apenas a 
manipulação do experimentador e, como nos grupos anteriores, era submetido à 
estimulação 30 minutos após o manuseio. 
Após os testes dos efeitos agudos iniciava-se o tratamento com a 
administração crônica de FLX1, FLX2 ou SAL, reavaliando-se as curvas intensidade-
resposta 7, 14 e 21 dias após a sessão do tratamento agudo. As sessões de 
estimulação bem como os testes de comportamento para a avaliação dos efeitos 
crônicos eram realizadas antes da administração da dose diária de FLX1, FLX2 ou 
SAL, evitando-se, assim, os efeitos agudos destes tratamentos. Os mesmos 
procedimentos de manipulação, exceto a administração diária de FLX ou SAL, eram 
realizados para o grupo FIC. 
 
Teste do labirinto-em-cruz elevado 
O LCE baseia-se na aversão natural dos roedores aos espaços 
abertos. O equipamento é feito de madeira com revestimento de fórmica e situa-se a 
70 cm do assoalho. O LCE é formado por quatro braços perpendiculares de 50 cm 
de comprimento e 10 cm de largura, dos quais dois braços opostos apresentam 
paredes de 40 cm de altura (braços fechados ou "seguros") e os outros dois uma 
borda de apenas um cm de altura (braços abertos ou "inseguros"). Os braços se 
comunicam por uma plataforma central (10 x10 cm). 
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Em PN82 os ratos eram colocados na plataforma central voltados para 
o braço fechado e suas atividades eram gravadas por cinco minutos. Os filmes 
foram analisados off-line registrando-se os tempos de exploração dos braços 
abertos (TBA) e fechados (TBF), o tempo de exploração na plataforma central (TPC) 
e o número de entradas nos braços abertos (EBA) e braços fechados (EBF). A 
porcentagem de entradas (%EBA) e tempo (%TBA) no braço aberto foram 
calculados como EBA/(EBA+EBF) e TBA/(TBA+TBF), respectivamente. Os testes 
foram realizados numa sala com iluminação de 44 lux e filmados com uma câmara 
digital SONY (Modelo CM-910). 
 
Teste do campo aberto 
O teste do campo aberto (CA) foi realizado no dia PN83. O rato era colocado na 
periferia campo aberto de 100 cm de aresta. O assoalho era dividido em 49 
quadrados de 15 cm, dos quais nove compunham a região central e 40 compunham 
a região periférica. Os testes foram realizados numa sala com iluminação de 44 lux e 
filmados com uma câmara digital SONY (Modelo CM-910). O rato era filmado por 
cinco minutos e os comportamentos de defecação, locomoção periférica (peritaxia) e 
a porcentagem da locomoção central central (%centrotaxia) foram quantificados off-
line pela análise dos filmes. A %centrotaxia foi calculada como 
centrotaxia/(centrotaxia+peritaxia). 
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Teste da natação forçada 
O NF foi realizado nos dias PN84-85 conduzido num cilindro de acrílico 
de 28,5 cm de diâmetro por 62 cm de altura, e coluna d'água de 54 cm. Na sessão 
pré-teste os ratos eram colocados no cilindro por 15 min. No dia seguinte, os ratos 
eram filmados com uma câmera digital SONY (Modelo CM-910) durante cinco 
minutos. O comportamento de natação foi definido como o nado propriamente dito, 
mergulhos ou tentativas de escalar as paredes do cilindro. Na imobilidade o animal 
permanecia praticamente imóvel, apresentando apenas pequenos movimentos para 
manter a cabeça fora da água. O tempo de imobilidade foi quantificado 
posteriormente off-line pela análise dos filmes. 
 
Teste de anedonia 
O teste de anedonia foi realizado nos dias PN77-80, sendo avaliados a 
ingestão de água ou sacarose (solução de 5%). Para tanto, duas garrafas idênticas 
foram previamente identificadas, preenchidas com solução sacarose 5% ou água e 
foram pesadas (peso inicial). Os recipientes foram colocados nas caixas viveiro e 
pesados novamente após 24 horas (peso final). O volume ingerido por cada animal 
foi calculado pela diferença dos valores iniciais e finais, dividido pela quantidade de 
animais existentes em cada caixa viveiro. Ainda, os recipientes eram colocados em 
posições invertidas do dia anterior para evitar comportamentos de preferência de 
ingestão do líquido. Foram tomadas como medidas as médias aritméticas dos três 
dias do teste de anedonia. 
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Sacrifício 
Os animais que apresentaram problemas com perda das próteses, 
infecção, sangramento ou qualquer sinal de doença foram sacrificados com 
sobredose anestésica (120 mg/kg I.P.) de tiopental sódico (Cristália, SP, Brasil). Da 
mesma maneira, constatada a inviabilidade de reaproveitamento dos filhotes 
excedentes, machos reprodutores, e/ou das fêmeas, efetuou-se o mesmo 
procedimento. 
 
Histologia 
Ao final dos experimentos os cérebros eram preparados para a análise 
histológica dos sítios estimulados. Os animais eram anestesiados com 120mg/kg I.P. 
de tiopental sódico (Cristália, SP, Brasil). A pele na região torácica era seccionada e 
removida até a região do pescoço. A cavidade torácica era exposta por meio de dois 
cortes do gradil-costal laterais ao esterno e rebatimento do hemitórax. Em seguida, 
clampeava-se a aorta descendente e puncionava-se o ventrículo esquerdo, 
seccionando-se a aurícula para dar vazão às soluções de perfusão (salina 0,9% e 
aldeído fórmico 10%, 200 mL cada), as quais eram injetadas lentamente a fim de 
evitar a ruptura de pequenos vasos. Após a perfusão, os ratos eram decapitados e 
as cabeças eram mergulhadas em solução de aldeído fórmico 10%, onde 
permaneciam por pelo menos três dias antes do processamento histológico. A 
seguir, os cérebros eram removidos e dissecados para a preparação do tronco 
encefálico. Os blocos eram posicionados em um criostato (Leica CM1850, Wetzlar, 
Germany) e seccionados em cortes de 40 m de espessura. Os cortes eram então 
estendidos em lâminas gelatinizadas, desidratados, corados com vermelho neutro 
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(Sigma, EUA) e montados com DPX (Aldrich Chemical Company, EUA). Os sítios 
das estimulações foram identificados, fotografados por microscopia de baixo 
aumento (Leica DM2500 acoplado a uma câmera DFC 300 FX, Wetzlar, Germany), 
e registrados em diagramas coronais do encéfalo do rato do atlas de Paxinos e 
Watson (1998). 
 
Estatística 
Análise das variáveis binárias 
Considerações de ordem teórica e empírica sugerem que a função de 
resposta de variáveis binárias seja curvilinear. Em geral, estas funções apresentam 
a forma sigmoide, ou seja, um “S” inclinado, simétrico, aproximadamente linear em 
sua parte intermediária e com extremidades assintóticas em 0 e 1. São, portanto, 
funções que satisfazem às restrições impostas por uma variável aleatória de 
Bernoulli cuja Esperança, E{Y} = p^i, deve situar-se entre 0 e 1. O modelo 
usualmente adotado é dado por, 
p^i = F( + βxi) 
onde  e β (respectivamente, o intercepto e o parâmetro de curvatura, ou 
“inclinação”) são os parâmetros que devem ser estimados, e F é uma função 
adequada, chamada função de ligação (link function), por exemplo, a distribuição 
normal (método dos probitos) ou a função logística (método dos logitos), Dada a sua 
maior operacionalidade, utilizamos a distribuição logística para descrever a 
probabilidade de emissão de respostas da reação de defesa em função da 
intensidade de estimulação. Assim, as curvas de probabilidade de resposta foram 
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obtidas por ajuste logístico das frequências acumuladas das respostas em função do 
logaritmo das intensidades de corrente, de acordo com o modelo, 
P(yij|xij) = [1+exp-(j+βjxij)]
-1 
onde P é a probabilidade esperada da resposta yij para um dado estímulo xij, j é o 
intercepto e βj a inclinação da jésima curva estímulo-resposta (triagem, tratamento 
agudo, 7, 14 e 21). Ajustes logísticos significantes foram avaliados pelo chi-
quadrado (2) de Wald 
2 = (βj/EPβj)
2, 
onde EP é o erro padrão de βj. A intensidade mediana (I50) assim como seu erro 
padrão (EP) e o respectivo intervalo de confiança (IC95%) foram computados pelas 
fórmulas que se seguem, 
Log(I50) = -/β 
I50 = 10
-/β 
EP{Log (I50)} = {[Var()-2(/β)Cov(,β)+(/β)
2Var(β)] / β2}½ 
EP(I50) = I50 {EP[Log(I50)]} 
IC95 % (I50) = I50±1,96 {EP(I50)} 
onde as variâncias e covariâncias dos parâmetros foram obtidas pela matriz de 
covariância (procedimento Logistic do programa SAS). 
 
Comparação das curvas: Teste de verossimilhança 
Conforme estudos anteriores (Schenberg et al., 2001; Vargas et al., 
2000), as curvas de limiares foram comparadas por meio dos testes de 2 da razão 
de verossimilhanças (maximum likelihood ratio) (Collett, 1991; Schenberg et al., 
2000). Para isso, modelos completos (k parâmetros) e reduzidos (k-r parâmetros) 
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foram parametrizados por variáveis indicadoras, 0 ou 1, assinalando a presença ou 
ausência de uma determinada variável (Collett, 1991). As regressões foram 
comparadas pela diferença do logaritmo da razão de verossimilhanças (-2 Log 
Likelihood deviance) do modelo completo e dos modelos reduzidos. A diferença das 
verossimilhanças segue a distribuição 2 com k-r graus de liberdade, possibilitando a 
realização de testes de coincidência (superposição) das regressões, bem como a 
análise de efeitos individuais sobre a locação e paralelismo das curvas de resposta. 
Assim, curvas pré-droga (triagem) e pós-droga (testes agudos e crônicos) foram 
inicialmente comparadas em testes gerais de coincidência, admitindo-se um nível de 
significância de = 0,05. Curvas de resposta significantemente diferentes foram 
adicionalmente avaliadas para desvios de locação (nível de disparo) e paralelismo 
(responsividade). Em seguida, testes post hoc foram realizados para a localização 
das diferenças (de locação ou paralelismo) entre pares de curvas. Para isso, 
admitiu-se o critério de Bonferroni (c = 0,05/c, onde c é o número de pares de 
curvas em comparação). 
Devido à ausência de testes de hipóteses acerca da igualdade de 
medianas populacionais, estas foram comparadas por testes de probabilidades de 
confiança (confidence probabity), ou seja, as medianas foram consideradas 
diferentes quando foram detectadas diferenças significantes nos testes gerais de 
coincidência das curvas de resposta e, simultaneamente, não houve superposição 
dos respectivos IC95%. Todos os procedimentos estatísticos foram realizados por 
meio do programa Statistical Analysis Systems (SAS®, Cary, North Carolina). 
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Análise das variáveis contínuas 
Os ratos que apresentaram valores extremos (outliers) para o teste de 
anedonia (n=2) foram excluídos por meio de análise do resíduo normal máximo 
(maximum normed residual) para p<0,05 (Snedecor e Cochran, 1980). Os dados 
contínuos para os testes do LCE, CA, NF, anedonia e peso foram comparados por 
análise de variância (ANOVA) de duas vias (isolamento/tratamento) seguidos por 
testes-t de Bonferroni (5%) das médias mínimas quadráticas (least square means). 
Os resultados foram apresentados em valores médios e em erros-padrão das 
médias (EPM) dos 8 grupos estudados (FIC, SAL, FLX1 e FLX2, privados ou não 
privados). 
85 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabela 2. Cronograma experimental para os grupos P e NP. 
*, Período de tratamento (SAL, FLX1 ou FLX2); Anedonia, teste de anedonia; CA, teste do campos aberto; EIC-I, estimulação elétrica intracraniana: sessão-
triagem; EIC-II, estimulação elétrica intracraniana: sessão aguda; EIC-III-V, estimulação elétrica intracraniana: sessões-teste crônica de sete, 14 e 21 dias, 
respectivamente; Cresc., período de crescimento; ISN, isolamento social neonatal; LCE, teste do labirinto-em-cruz elevado; NF, teste da natação forçada; 
PN, dia pós-natal. 
 
Grupo PN1 PN2-21 PN22-51 PN52 PN59 PN60
*
 PN67
*
 PN74
*
 PN77
*
-80
*
 PN81
*
 PN82* PN83* PN83*-84 PN84 
FIC 
Sexagem ISN Cresc. Cirurgia EIC-I EIC-II EIC-III EIC-IV Anedonia EIC-V LCE CA NF Sacrifício 
SAL 
FLX1 
FLX2 
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RESULTADOS 
Sítios estimulados 
Os sítios estimulados localizaram-se predominantemente MCPAdl 
(NP= 90%, P= 70%). Os restantes localizaram-se em áreas contíguas da MCPAl 
(NP= 7%, P= 21%) e, menos frequentemente, das camadas profundas do colículo 
superior (NP= 3%, P= 5%) (Tabela 3, Figura 6). 
Tabela 3. Sítios de estimulação do grupos de animais separados e não separados. 
CPCS, camadas profundas do colículo superior; MCPAdl e MCPAl, colunas 
dorsolateral e lateral da MCPA, respectivamente; N, número de animais por grupo; 
NP, grupo não separado; P, grupo separado; FLX1 e FLX2, grupos fluoxetina 1 e 
2mg/kg, respectivamente; SAL, grupo salina; FIC, grupo sem tratamento. Os valores 
percentuais são referentes a valores intra-grupos. 
Grupo Trat N  MCPAdl MCPAl CPCS 
NP FIC 20  19 (95%) 1 (5%) - 
 SAL 20  17 (85%) 2 (10%) 1 (5%) 
 FLX1 20  20 (100%) - - 
 FLX2 20  17 (85%) 2 (10%) 1 (5%) 
 Total 80  73 (92%) 4 (5%) 2 (3%) 
P FIC 20  10 (50%) 9 (45%) 1 (5%) 
 SAL 21  14 (67%) 7 (33%) - 
 FLX1 21  17 (81%) 3 (14%) 1 (5%) 
 FLX2 21  17 (81%) 2 (10%) 2 (9%) 
 Total 83  58 (70%) 21 (25%) 4 (5%) 
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Figura 6. Localização dos eletrodos dos grupos não privados ( ) e privados ( ). Os números 
representam as coordenadas anteroposteriores em relação ao bregma de cortes coronais do atlas do 
cérebro do rato de Paxinos e Watson (1998). Embora todos os eletrodos tenham sido implantados no 
lado esquerdo do cérebro, eles foram representados em lados distintos para melhor visualização. 
FIC, tratamento fictício; SAL, grupo tratado com solução salina; FLX1 e FLX2, grupos tratados com 1 
e 2 mg/kg de fluoxetina, respectivamente; MCPAdl, MCPAdm, MCPAl, MCPAvl colunas dorsolateral, 
dorsomedial, lateral e ventrolateral da matéria cinzenta periaquedutal, respectivamente; CPCS, 
camadas profundas do colículo superior. 
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Efeitos do ISN sobre os limiares das respostas de defesa induzidas pela estimulação 
elétrica da MCPAd 
Comparados aos limiares das respostas de defesa dos ratos NP 
(n=80), os ratos P (n=83) apresentaram uma redução significativa dos limiares de 
exoftalmia (I50%= -14,2%; 
2= 15,2; 1 g.l.; p<0,001), imobilidade (I50%= -11,2%; 
2= 14,4; 1 g.l.; p<0,001), trote (I50%= -14,7%; 
2= 36,1; 1 g.l.; p<0,001), galope 
(I50%= -11,7%; 
2= 36,1; 1 g.l.; p<0,001) e salto (I50%= -15,4%; 
2= 41,6; 1 g.l.; 
p<0,001) (Figura 7). 
 
Efeitos dos tratamentos sobre os limiares das respostas de defesa induzidas pela 
estimulação elétrica da MCPAd 
Não foram observadas diferenças significativas entre os limiares das 
respostas de defesa dos tratamentos FIC, SAL, FLX1 e FLX2 dos ratos P na sessão-
triagem (PN59). Este quadro se manteve na sessão-teste crônico de 21 dias (PN81) 
entre SAL, FLX1 e FLX2, exceto por um pequeno aumento nos limiares das 
respostas de galope (I50%= 13,3%; 
2= 9,8; 1 g.l., p<0,05) e trote (I50%= 16,5%; 
2= 10,1; 1 g.l., p<0,05) nos ratos tratados com SAL comparados ao FIC (Figura 8-
9). 
A sessão-triagem do grupo FLX2 dos ratos NP apresentou limiares 
estatisticamente menores que os grupos SAL e FLX1 para as respostas de trote 
(I50%= -22,0%; 
2= 16,3; 1 g.l.; p<0,05 e I50%= -30,3%; 
2= 34,3; 1 g.l.; p<0,05), 
galope (I50%= -14,1%; 
2= 6,1; 1 g.l.; p<0,05 e I50%= -17,2%; 
2= 9,6; 1 g.l.; 
p<0,05) e salto (I50%= -19,6%; 
2= 8,4; 1 g.l.; p<0,05 e I50%= -22,7%; 
2= 11,8; 1 
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g.l.; p<0,05), respectivamente (Figura 8-9). As diferenças entre os grupos FLX2 e 
SAL desapareceram em PN81 ou foram até mesmo revertidas na comparação entre 
os grupos FLX2 e FLX1 para as respostas de trote (I50%= 12,9%; 
2= 8,6; 1 g.l., 
p<0,05), galope (I50%= 25,5%; 
2= 20,6; 1 g.l., p<0,05) e salto (I50%= 31,6%; 
2= 
21,9; 1 g.l., p<0,05). 
 
Figura 7. Efeitos da privação materna sobre os limiares das respostas de defesa induzidas pela 
estimulação elétrica da MCPAd. As curvas intensidade-resposta representam o ajuste logístico das 
frequências acumuladas das respostas limiares (r, número de respostas, n, número de ratos 
estimulados) das sessões-triagem (PN59) de todos os tratamentos (FIC, SAL, FLX1 e FLX2) para 
ratos privados (P, n=83) ou não-privados (NP, n=80). Linhas pontilhadas (...) e tracejadas (---) indicam 
diferenças significantes de locação e inclinação das curvas em relação ao grupo NP, respectivamente 
(p<0,05, teste do 
2
 da razão de verossimilhanças). 
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Comparados aos limiares da sessão-triagem (PN59), não houve 
alteração dos limiares de defesa do grupo NP submetido ao tratamento FIC tanto 
agudamente quanto por 7, 14 ou 21 dias (PN60, 67, 73 e 81) (Figura 8-9). Exceto 
pelo aumento dos limiares da resposta de galope (I50%= 21,7%; 
2= 13,5; 1 g.l., 
p<0,01) após 21 dias de tratamento, os limiares também não foram alterados no 
grupo SAL. Ainda nos ratos NP, o tratamento com 1 mg/kg de FLX produziu a 
redução de todos os limiares de defesa nas sessões PN60, PN67, PN74 e, exceto 
pelo galope, PN81. Em contraste, a dose de 2 mg/kg promoveu aumentos 
expressivos nos limiares de defesa em PN74 e, em maior grau, PN81, para a 
exoftalmia (I50%= 24,0%; 
2= 12,4; 1 g.l., p<0,01), imobilidade (I50%= 31,2%; 
2= 
14,4; 1 g.l., p<0,01), trote (I50%= 52,9%; 
2= 47,6; 1 g.l., p<0,001), galope (I50%= 
56,5%; 2= 53,8; 1 g.l., p<0,001) e salto (I50%= 65,2%; 
2= 47,6; 1 g.l., p<0,001) 
(Figura 8-9). 
Foi observada uma alta homogeneidade no curso temporal dos limiares 
das respostas defensivas eliciadas pela estimulação elétrica da MCPAd dos ratos P 
submetidos tratamentos FIC, SAL, FLX1 e FLX2 (Figura 8-9). Em todos os casos 
houve um aumento significativo dos limiares em PN74 e PN81 quando comparado a 
sessão-triagem. A única exceção foi a resposta de trote do grupo FIC (I50%= -7,8%; 
2= 9,2; 1 g.l.; p<0,05), que apresentou uma leve redução do limiar quando 
comparada a sessão-triagem (Figura 8-9). 
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Figura 8. Curso temporal das variações das intensidades limiares medianas (I50±EP) da resposta de 
exoftalmia, imobilidade, trote, galope e salto produzidas pela estimulação elétrica da MCPAd nos 
grupos NP ( ) e P ( ) tratados ficticiamente (FIC), com salina (SAL) ou 1 e 2 mg/kg/dia de 
fluoxetina (FLX1 e FLX2, respectivamente). Na sessão de avaliação dos efeitos agudos (PN60) as 
drogas foram aplicadas 30 min antes da estimulação da MCPAd, ocorrendo o inverso nas sessões 
para avaliação dos efeitos crônicos (PN67-PN81). Os símbolos indicam diferenças significantes em 
relação à sessão-triagem (*) do mesmo tratamento, ao tratamento SAL do mesmo grupo (+) e entre 
grupos P e NP da mesma sessão de estimulação (#) (critério de 5% de Bonferroni para testes do 
2
 
da razão de verossimilhanças). 
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Figura 9. Curso temporal das variações percentuais das intensidades limiares medianas (I50±EP) da 
resposta de exoftalmia, imobilidade, trote, galope e salto produzidas pela estimulação elétrica da 
MCPAd nos grupos NP ( ) e P ( ) tratados ficticiamente (FIC), com salina (SAL) ou 1 e 2 
mg/kg/dia de fluoxetina (FLX1 e FLX2, respectivamente). Demais detalhes como na Figura 8. 
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Efeitos do ISN e dos tratamentos sobre o desempenho dos ratos no LCE 
Não houve diferença entre os grupos NP e P quanto à EBF (Figura 10). 
Contrariamente, os grupos apresentaram diferença altamente significante para as 
variáveis %EBA (F7,155= 4,2; p<0,0005) e %TBA (F7,155= 5,5; p<0,0001). As 
diferenças na %EBA e %TBA foram devidas tanto à privação (F1,155= 7,2; p<0,01 e 
F1,155= 7,2; p<0,01) quanto tratamentos (F3,155= 4,21; p<0,01 e F3,155= 6,4; p<0,0005) 
e à interação destes fatores (F3,155= 3,3; p<0,05 e F3,155= 4,2; p<0,01), 
respectivamente. O grupo FIC privado apresentou aumentos significativos tanto na 
%EBA (t= 3,5; p<0,0005) quanto no %TBA (t= 3,9; p<0,0001) em relação ao grupo 
NP. Estes resultados sugerem efeitos ansiolíticos do ISN. 
 Comparados ao grupo SAL, os ratos NP apresentaram reduções 
significativas tanto na %EBA quanto na %TBA após o tratamento com FLX1 (t= 2,8; 
p<0,01 e t= 3,3; p<0,001) e FLX2 (t= 3,1; p<0,005 e t= 3,5; p<0,001), 
respectivamente (Figura 10). 
 
Efeitos do ISN e dos tratamentos sobre o desempenho dos ratos no CA 
Os grupos apresentaram diferenças altamente significantes na 
exploração periférica (F7,154= 4,1; p<0,0005) e na central (F7,154= 2,6; p<0,05) do CA. 
Para a peritaxia, as diferenças foram devidas unicamente à privação (F1,154= 20,8; 
p<0,0001), com efeitos maiores nos ratos P dos tratamentos FIC (t= 3,7; p<0,0005) e 
SAL (t= 3,3; p<0,001) (Figura 11). Com relação à centrotaxia, as diferenças foram 
devidas unicamente à privação (F1,154= 8,9, p<0,005). Em particular, a centrotaxia foi 
mais acentuada nos ratos privados SAL (t= 3,0; p<0,005) e FLX1 (t= 2,3; p<0,05). 
No grupo P, tanto o aumento da exploração do tratamento com SAL em relação ao 
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FIC (t= 2,2; p<0,05) quanto a redução da FLX2 em relação a SAL (t= 3,2; p<0,001) 
contribuíram para a interação da privação e tratamento (Figura 11). 
 
Figura 10. Efeitos do isolamento social no teste do labirinto-em-cruz elevado em ratos tratados 
ficticiamente (FIC), salina (SAL) e 1 e 2 mg/kg de fluoxetina (FLX1 e FLX2, respectivamente). EBF - 
entradas no braço fechado, %EBA - porcentagem de entradas no braço aberto, %TBA - porcentagem 
de tempo no braço aberto, NP ratos não-privados, P - ratos privados. *, estatisticamente diferente do 
grupo SAL. #, estatisticamente diferente do NP. §, estatisticamente diferente grupo FIC (critério de 
5% de Bonferroni). 
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Figura 11. Efeitos do isolamento social no teste do campo aberto em ratos tratados ficticiamente 
(FIC), salina (SAL) e 1 e 2 mg/kg de fluoxetina (FLX1 e FLX2, respectivamente). Centrotaxia e 
Peritaxia - quadrantes percorridos no centro e na periferia, respectivamente, NP ratos não-privados, P 
- ratos privados. *, estatisticamente diferente do grupo SAL. #, estatisticamente diferente do NP. §, 
estatisticamente diferente grupo FIC (critério de 5% de Bonferroni). 
 
Efeitos do ISN e dos tratamentos sobre o desempenho dos ratos no NF 
Os grupos apresentaram diferenças altamente significantes no NF 
(F7,154= 6,8; p<0,0001). As diferenças foram devidas à privação (F1,154= 25,9; 
p<0,0001), tratamento (F3,154= 4,3; p<0,01) e às interações destes fatores (F3,154= 
3,0; p<0,05). Comparados ao grupo NP, os ratos P apresentaram tempos maiores 
de imobilidade nos tratamentos FIC (t= 4,3; p<0,0001), SAL (t= 3,3, p<0,001) e FLX1 
(t= 2,0; p<0,05) (Figura 12). O tratamento FLX2 suprimiu as diferenças entre ratos P 
e NP. Nos ratos P, a duração da imobilidade foi significativamente reduzida nos 
tratamentos FLX1 e FLX2 quando comparados aos tratamentos FIC (t= 2,7; p<0,01; 
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t= 3,6; p<0,0005) e SAL (t= 2,63; p<0,01; t= 3,5; p<0,0005), respectivamente (Figura 
12). 
 
Figura 12. Efeitos do isolamento social no teste da natação forçada em ratos tratados ficticiamente 
(FIC), salina (SAL) e 1 e 2 mg/kg de fluoxetina (FLX1 e FLX2, respectivamente). Imobilidade - Tempo 
de imobilidade (natação passiva), NP - ratos não-privados, P - ratos privados. *, estatisticamente 
diferente do grupo SAL. #, estatisticamente diferente do NP. §, estatisticamente diferente grupo FIC 
(critério de 5% de Bonferroni). 
 
Efeitos do ISN e dos tratamentos no teste de anedonia 
Os grupos apresentaram diferenças significantes tanto na ingestão de 
água (F7,144= 4,0; p<0,0005) quanto sacarose (F7,144= 10,6; p<0,0001). No consumo 
de água, estas diferenças foram devidas tanto à privação (F1,144= 5,0; p<0,05) 
quanto tratamento (F3,144= 5,3; p<0,005) (Figura 13), enquanto que para o consumo 
de sacarose as diferenças forma devidas à privação (F1,144= 35,7; p<0,0001), 
tratamento (F3,144= 9,2, p<0,0001) e à interação destes fatores (F3,144= 3,1; p<0,05). 
Em particular, o grupo NP apresentou um consumo maior de solução açucarada do 
que os ratos P (t= 5,9; p<0,0001). Nos ratos P, a SAL (t= 4,3; p<0,0001) e a FLX2 (t= 
2,1; p<0,05) reduziram o consumo de sacarose em relação aos grupos FIC e FLX1, 
respectivamente. Adicionalmente, o consumo de açúcar foi aumentado tanto pela 
FLX1 (t= 4,5; p<0,0001) quanto pela FLX2 (t= 2,1; p<0,05) em relação ao grupo 
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SAL. Os ratos privados FIC (t= 3,0; p<0,005), SAL (t= 5,4; p<0,0001) e FLX2 (t= 2,3; 
p<0,05) (Figura 13) apresentaram um consumo menor de sacarose quando 
comparados aos mesmos tratamentos do grupo NP. A redução do consumo de 
sacarose nos ratos privados tratados com SAL foi revertida pelos tratamentos FLX1 
(t= 5,3; p<0,0001) e FLX2 (t= 3,0; p<0,005) (Figura 13). 
 
Figura 13. Efeitos do isolamento social no teste de anedonia em ratos tratados ficticiamente (FIC), 
salina (SAL) e 1 e 2 mg/kg de fluoxetina (FLX1 e FLX2, respectivamente). NP ratos não-privados, P - 
ratos privados. *, estatisticamente diferente do grupo SAL. #, estatisticamente diferente do NP. §, 
estatisticamente diferente grupo FIC. +, estatisticamente diferente de FLX1 (critério de 5% de 
Bonferroni). 
 
Efeitos do ISN e dos tratamentos no peso dos ratos 
O peso dos ratos apresentou diferenças significantes em PN60 (F7,155= 
4,2, p<0,0005) e PN81 (F7,155= 3,3, p<0,005). Estes efeitos foram devidos 
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unicamente à privação materna (F1,154= 15,9, p<0,0001, e F1,154= 14,8, p<0,0005; 
respectivamente), reduzindo o peso dos ratos tanto em PN60 (t= 3,98, p<0,0001) 
quanto em PN81 (t= 3,85, p<0,0005) (Figura 14). Embora não tenhamos observado 
diferenças entre os grupos P e NP tratados com FLX, este efeito pode ter sido 
devido às diferenças no peso basal (PN60) destes ratos. 
 
Figura 14. Efeitos do isolamento social no peso de ratos tratados ficticiamente (FIC), salina (SAL) e 1 
e 2 mg/kg de fluoxetina (FLX1 e FLX2, respectivamente). NP ratos não-privados, P - ratos privados. #, 
estatisticamente diferente do NP correlato (critério de 5% de Bonferroni) 
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DISCUSSÃO 
Efeitos do ISN e tratamentos sobre o LCE, CA, NF e anedonia. 
O ISN (grupos FIC) produziu efeitos ansiolíticos no LCE, mas não no 
CA. Os efeitos ansiolíticos estão de acordo com outros estudos utilizando estes 
equipamentos e o LTE (Slotten et al., 2006; Savignac et al., 2011). Contudo, também 
existem vários estudos que não relataram qualquer alteração nos comportamentos 
de ansiedade nestes equipamentos e na caixa claro-escura (Grace et al., 2009; 
McIntosh et al., 1999; Quintino-dos-Santos, 2011; Roman et al., 2006). De acordo 
com a teoria tradicional dos efeitos tardios do estresse da infância (Bowlby, 1973), 
também existem estudos ou que relataram o aumento da ansiedade em ratos P 
expostos ao LCE (Daniels et al., 2004; Huot et al., 2001; Park et al., 2005; Pascual e 
Zamora-León, 2007; Troakes e Ingram, 2009; Wigger e Neumann, 1999). Os 
resultados contraditórios podem ter sido devidos à enorme variedade de 
procedimentos de "privação materna" (Lehmann e Feldon, 2000).  
Em contraste, os efeitos depressivos do ISN nos testes da NF e 
anedonia estão de acordo tanto com as predições da teoria tradicional quanto com 
os estudos recentes (Aisa et al., 2008; El Khoury et al., 2006; Huot et al., 2001; 
Lambás-Señas et al., 2009; Lee et al., 2007). Portanto, a ausência de efeitos na 
duração da flutuação relatada por Quintino-dos-Santos (2011) pode ter sido devida 
às condições particulares do último estudo, quais sejam, o estresse cirúrgico da 
craniotomia para exposição do seio venoso e o alojamento pós-cirúrgico em caixas 
isoladas. O desenvolvimento de anedonia nos ratos P do presente estudo é um 
aspecto notável, uma vez que esta resposta independe dos sistemas motores tanto 
da fuga eliciada por estimulação da MCPA quanto da natação no teste do NF. 
100 
 
Portanto, os efeitos do ISN não podem ser atribuídos à mera inibição dos sistemas 
motores. No conjunto, nossos resultados sugerem que os ratos submetidos ao ISN 
apresentam uma síndrome bastante similar à depressão. Em contraste, estes 
resultados tornam improvável a produção de ansiedade nas condições do presente 
estudo.  
 
Efeitos da FLX sobre as respostas nos testes do LCE, CA, NF e anedonia de ratos P 
e NP. 
Comparado ao grupo SAL dos ratos NP, os tratamentos com FLX 
reverteram os efeitos ansiolíticos do ISN no LCE. Contudo, o tratamento SAL 
produziu efeitos ansiolíticos inesperados quando comparados aos do grupo FIC, o 
que pode ter comprometido os resultados da análise. A diferença entre SAL e os 
tratamentos com FLX não foi observada nos ratos P. 
Aparentemente, os resultados do CA foram mais claros que aqueles do 
LCE. De fato, os tratamentos não diferiram nos ratos NP nem em relação à peritaxia, 
nem centrotaxia. Contudo, o tratamento SAL dos ratos P produziu aumentos 
significativos em ambas as variáveis em relação aos ratos NP. Efeitos similares 
foram observados para a peritaxia no grupo FIC. Estes efeitos foram revertidos pelos 
tratamentos com FLX. Contudo, o aumento significativo da atividade geral (peritaxia) 
dos ratos P pode comprometer a análise dos efeitos da FLX na centrotaxia. 
Portanto, tanto os resultados no LCE quanto no CA são inconclusivos e merecem 
estudos adicionais com ansiolíticos tradicionais (e.g., diazepam) e com uma dose 
maior de FLX. De fato, a literatura é contraditória quanto aos efeitos dos ISRSs em 
modelos pré-clínicos de ansiedade. Assim, enquanto alguns estudos relatam a 
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produção de efeitos ansiogênicos no LCE após a administração aguda e crônica dos 
ISRSs (Handley e McBlane, 1992; Kshama et al., 1990; Petkov et al., 1995; Silva et 
al., 1999), outros relatam efeitos ansiolíticos dos tratamentos crônicos (Huot et al., 
2001), ou ausência de efeitos tanto em tratamentos agudos e crônicos com estes 
agentes (Durcan et al., 1988; Griebel et al., 1997; Oh et al., 2009; Sánchez e Meier, 
1997; Sánchez, 1995). 
Os resultados são mais consistentes em relação aos testes de 
depressão. Neste sentido, a FLX suprimiu os efeitos pró-depressivos do ISN tanto 
no NF quanto no teste da anedonia em relação ao tratamento com SAL, endossando 
o perfil depressivo dos ratos P. É importante notar que as injeções de SAL reduziram 
o consumo de sacarose destes ratos quando comparados ao tratamento FIC, 
sugerindo que os ratos P sejam menos resilientes ao estresse da captura e injeções 
diárias que os ratos NP. Embora não tenhamos observado diferenças entre os pesos 
dos grupos P e NP tratados com FLX (PN81), este efeito pode ter sido devido às 
diferenças no peso basal (PN60) destes ratos. Os efeitos da FLX sugerem o 
envolvimento da transmissão serotonérgica nos efeitos pró-depressivos do ISN, 
corroborando diversos estudos com modelos pré-clínicos de depressão (Chen et al., 
2012; Djordjevic et al., 2012; Liu et al., 2009; Rayen et al., 2011; Rygula et al., 2006; 
Strekalova et al., 2006; Thompson et al., 2004).  
 
Efeitos do ISN sobre os limiares basais (PN59) das respostas de defesa produzidas 
pela estimulação elétrica da MCPAd 
O ISN facilitou as respostas de exoftalmia, imobilidade, trote, galope e 
salto, corroborando as observações de Quintino-dos-Santos (2011). Estes 
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resultados foram validados pela localização praticamente idêntica dos sítios de 
estimulação dos grupos P e NP, tanto neste quanto no último estudo, 
majoritariamente localizados nas MCPAdl e, em menor grau, MCPAl. 
Adicionalmente, Bittencourt et al. (2004) mostraram que a estimulação elétrica não é 
capaz de discriminar os repertórios defensivos destas colunas. Portanto, as 
diferenças observadas nos limiares basais dos comportamentos de defesa dos ratos 
P e NP foram provavelmente devidas ao procedimento de ISN. No conjunto, este 
estudo e o de Quintino-dos-Santos (2011) fornecem evidências pré-clínicas robustas 
dos efeitos predisponentes do estresse da primeira infância no desenvolvimento dos 
AP na vida adulta. 
Contudo, as reduções nos limiares dos comportamentos defensivos no 
grupo P foram menores que aquelas observadas por Quintino-dos-Santos (2011). 
De fato, enquanto o último autor relatou reduções de até 30% nos limiares das 
respostas de defesa dos ratos P, o presente estudo mostrou reduções menores, 
porém significantes, entre 11% e 15%, a despeito do mesmo procedimento de ISN 
de Quintino-dos-Santos (2011). Embora pequenas, as reduções dos limiares foram 
bastante consistentes, pois estão baseadas em grandes amostras (83 P e 80 NP), 
conforme prescreve a análise de dados binários. Portanto, as diferenças destes 
estudos devem ter sido devidas à cirurgia menos invasiva de implantação do 
eletrodo (não foi feita craniotomia para exposição do seio venoso) e ao alojamento 
dos animais em caixas coletivas no período pós-cirúrgico do presente estudo. De 
fato, Konkle et al. (2010) mostraram que o alojamento em grupo, inserção de objetos 
e utilização de caixas maiores, aumenta a interação social e melhora a saúde dos 
animais, tornando-os mais resilientes às condições adversas. Mais importante, 
Fournier et al. (2011, 2013) observaram que a simples mudança no agrupamento 
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dos animais de duplas para tríades no período pós-desmame suprime o efeito 
facilitatório do ISN nas respostas respiratórias de ratos adultos à hipóxia, um modelo 
experimental de pânico respiratório (Dumont e Kinkead, 2010; Genest et al., 2004, 
2007a, 2007b). Os resultados deste estudo e os de Fournier et al. (2011, 2013) 
sugerem que a manutenção dos laços sociais na vida adulta atenua os efeitos 
tardios do ISN. A importância do ambiente da vida adulta também foi demonstrada 
por estudos epidemiológicos em gêmeos que sugerem que as predisposições 
genéticas e o ambiente da fase adulta contribuam com 34,8% e 64% dos AP, 
respectivamente, enquanto o ambiente da infância contribuiria com apenas 1,2% 
destes ataques (Roberson-Nay et al., 2012). Embora os efeitos pequenos do 
estresse da infância do presente estudo se assemelhem às observações em 
humanos dos últimos autores, os resultados de Quintino-dos-Santos (2011) sugerem 
que os efeitos do ambiente infantil possam ser significativamente potenciados pelas 
situações estressantes da vida adulta, um tipo de interação que não foi analisado 
por Roberson-Nay et al. (2012). De fato, Spatola et al. (2011) observaram interações 
significantes entre genes e ambiente infantil no modelo de AP em humanos por 
inalação de CO2. 
 
Efeitos da FLX sobre os limiares das respostas de defesa produzidas pela 
estimulação elétrica da MCPAd (PN60, 67, 74 e 81) 
O grupo NP apresentou intensidades medianas bastante similares nos 
tratamentos FIC e SAL. De fato, o único efeito da administração de SAL foi um 
aumento pequeno, porém significante, dos limiares de galope ao final do tratamento 
(21,7%). A ausência de efeitos da SAL sobre as respostas defensivas e a ausência 
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de alterações dos limiares no tratamento FIC dos ratos NP corroboram estudos 
anteriores do nosso laboratório mostrando a estabilidade dos limiares de defesa nas 
4 semanas posteriores à cirurgia (Vargas e Schenberg, 2001). Estes resultados 
tornam improvável a deterioração da preparação por lesão da área estimulada ou o 
afrouxamento da prótese e deslocamento do eletrodo. 
Ao contrário do estudo de Vargas e Schenberg (2001), o tratamento 
dos ratos NP com 1 mg/kg/dia de FLX não teve efeito algum sobre os limiares das 
respostas de defesa. Contudo, aquele estudo foi corroborado, e até mesmo 
ampliado, pelo tratamento com a dose de 2 mg/kg/dia de FLX, no qual foram 
observados aumentos acentuados, entre 24% e 65%, dos limiares de todas as 
respostas de defesa do grupo NP. O aumento de 65% nos limiares do salto é 
notável, uma vez que esta resposta só foi inibida pelo tratamento crônico com 
clomipramina nos estudos anteriores do nosso laboratório (Vargas e Schenberg, 
2001; Schenberg et al., 2001). Consequentemente, a supressão seletiva e quase 
completa da resposta de galope relatada por Vargas e Schenberg (2001) para o 
tratamento crônico com 1 mg/kg de FLX (aumento de 738% da I50) deve ser 
atribuída às condições particulares daquele estudo. Dentre estas, merecem 
destaque o estresse da cirurgia com craniotomia para exposição do seio venoso e o 
alojamento dos ratos em gaiolas de vidro individuais. 
Embora Deakin e Graeff (1991) tenham sugerido que a MCPAd seja 
inibida pelas projeções serotonérgicas do NDR, Andersen et al. (1999) mostraram 
que os níveis tissulares da 5-HT do NDR de ratos adultos submetidos ao protocolo 
do ISN não diferem dos ratos NP. Similarmente, Rosa (2012) mostrou que os níveis 
tissulares de 5-HT e de seu metabólito, o 5-HIAA, na MCPAd e MCPAv, foram 
igualmente aumentados nos ratos P e NP, possivelmente, devido à manipulação dos 
105 
 
filhotes de ambos os grupos durante a lactação. Estes estudos tornam improváveis 
os efeitos diferenciados do ISN na síntese ou metabolismo da 5-HT. Assim, os 
efeitos do presente estudo devem ter sido devidos à alteração na expressão ou na 
sensibilidade de receptores ou transportadores de 5-HT (Marais et al., 2008; 
Matthews et al., 2001; Vicentic et al., 2006). De fato, os ratos submetidos ao ISN 
apresentaram tanto a redução do transportador e dos receptores 5-HT1A, 5-HT2A e 5-
HT2C no tronco cerebral (Oreland et al., 2009), quanto o aumento da sensibilidade 
dos receptores 5-HT1A do NDR (Arborelius et al., 2004). De forma similar, Spinelli et 
al. (2010) observaram que macacos submetidos ao isolamento total por 14 dias 
apresentaram uma redução da densidade dos receptores 5-HT1A de regiões 
presumivelmente envolvidas na depressão, tais como o hipocampo, os córtices 
cingulados medial e anterior, amígdala, CPF dorsomedial e nos núcleos da rafe. 
Embora a MCPA não tenha sido estudada em nenhum destes casos, estes estudos 
sugerem que a expressão dos receptores 5-HT1A da MCPAd possa ter sido reduzida 
nos ratos P, facilitando os comportamentos de defesa à estimulação desta estrutura.  
Ao contrário dos ratos NP, os ratos submetidos ao ISN apresentaram o 
aumento progressivo dos limiares de todas as respostas de defesa ao longo das 
sessões de estimulação em todos os tratamentos. Este efeito sugere o déficit 
motivacional à exposição repetida a eventos aversivos em modelos experimentais 
de depressão, tal como ocorre nas sessões pré-teste e teste do NF e do desamparo 
aprendido (learned helplessness). De fato, dados recentes de PET mostram que 
enquanto a MCPA é marcadamente ativada na sessão pré-teste do NF, ela 
permanece inativa na sessão-teste conduzida 24 h após (Jang et al., 2009). Mais 
importante, um estudo recente do nosso laboratório mostrou que os limiares dos 
comportamentos de defesa por estimulação da MCPAd são progressivamente 
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aumentados em ratos previamente submetidos a choques inescapáveis (Quintino-
dos-Santos et al., 2013). 
Por outro lado, não foram observadas diferenças significativas entre os 
tratamentos nos ratos P, nem mesmo entre a maior dose de FLX e os grupos FIC e 
SAL. Estudos iniciais sobre a sensibilidade farmacológica do TP são contraditórios 
em relação à resistência aumentada aos panicolíticos dos pacientes com depressão 
e pânico comórbidos (Gorman, 1996; Lecrubier, 1998). Contudo, observações 
recentes de Marchesi et al. (2006) sugerem que a presença de depressão reduz a 
probabilidade da remissão completa do TP nos pacientes tratados com paroxetina 
ou citalopram. De fato, existem vários estudos mostrando o agravamento dos 
sintomas no pânico comórbido com depressão (Johnson e Lydiard, 1998; Roy-Byrne 
et al., 2000). Similarmente, nossos resultados sugerem que a presença de 
depressão reduz a eficácia da FLX em inibir o pânico experimental. Não obstante, é 
interessante notar que os AP induzidos por infusão de LAC não foram nem 
facilitados, nem inibidos nos pacientes com pânico complicado por depressão 
(McGrath et al., 1988). 
 
Conclusões 
Os resultados do presente estudo corroboraram observações 
anteriores em ratos NP (Vargas e Schenberg, 2001) que mostram que os 
comportamentos de defesa induzidos por estimulação elétrica da MCPAd são 
sensíveis ao tratamento crônico com doses baixas de FLX. Estes dados revalidam o 
modelo de AP por estimulação da MCPAd. Adicionalmente, o presente estudo 
sugere o ISN produza uma facilitação do pânico experimental por estimulação da 
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MCPAd e que o agrupamento dos animais minimizou este resultado. Além disso, o 
tratamento agudo e crônico com FLX não foi capaz de promover o aumento 
diferencial aos demais tratamentos dos limiares defensivos dos ratos submetidos ao 
ISN. Nossos dados também sugerem que o ISN seja um modelo experimental de 
depressão que leva ao desenvolvimento da anedonia e à potenciação do 
comportamento de flutuação no NF, e que o tratamento crônico com FLX reverte 
estes efeitos. As características depressivas destes ratos também foram ressaltadas 
pelo déficit motivacional à estimulação repetida da MCPAd. O perfil depressivo e a 
facilitação do pânico dos ratos P são similares às observações em pacientes adultos 
que apresentaram ansiedade severa de separação na infância (Gittelman-Klein, 
1995). 
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Anexo 2 
Planilha de estimulação 
RATO: _________ EXPERIMENTO: ___________________________________ SESSÃO N
o
:_____ 
DATA: ____/____/____PROCEDIMENTO:______________________RESPONSÁVEL:__________ 
RATO 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 10² 
DORMIR                     
REPOUSO                     
OLFAÇÃ0                     
ESQUADRINHAR                     
AUTOLIMPEZA                     
LEVANTAR                     
MARCHA                     
EXOFTALMIA                     
MISTACIOPLEGIA                     
IMOBILIDADE                     
DEFECAÇÃO                     
MICÇÃO                     
TROTE                     
GALOPE                     
SALTO VERT.                     
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__________________________________________________________________________________________
__________________________________________________________________________________________ 
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